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Pleurotus ostreatus PRODUZIDO EM RESIDUOS DE SISAL, DENDE E
CACAUE A UTILIZAQAO DO SUBSTRATO POS-CULTIVO NA
AGRICULTURA

Autora: Cristiano Oliveira do Carmo

Orientadora: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: A producéo e o consumo de cogumelos comestiveis vém crescendo
no mundo, devido ao seu alto valor nutricional e medicinal. A espécie Pleurotus
ostreatus, conhecida como cogumelo ostra, consegue colonizar e frutificar em
diversos residuos lignocelulésicos. Este fungo possui um complexo de enzimas
hidroliticas que atua na decomposicdo de substancias presentes nesses
substratos para a sua nutricdo e crescimento. A Bahia € um estado com
significativa producédo agricola, incluindo a producédo de sisal, dendé e cacau.
Essas culturas tém elevada importancia econdmica e social, por gerarem
emprego em toda a cadeia produtiva, sendo importantes fontes de renda, em
especial para os agricultores rurais do semiarido para o sisal e do sul da Bahia
para o dendé e cacau. Entretanto, durante a producéao e industrializacdo dessas
culturas sdo gerados muitos residuos, 0s quais, em sua grande maioria ndo séao
aproveitados. Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a producgéo
e caracteristicas nutricionais de P. ostreatus em substratos formulados com
residuos de sisal (RS) e dendé (RD), suplementados com o tegumento da
améndoa do fruto de cacau (TAC) ou com farelo de trigo (FT). Os substratos
foram formulados com RS ou RD, suplementado com 20% de FT ou TAC e um
tratamento sem suplementacéo. Foram avaliados dois isolados de P. ostreatus,
Hiratake branco (HB) e Hiratake preto (HP). Os parametros determinados foram:
colonizagdo do substrato (CM), eficiéncia biolégica (EB), rendimento,
caracteristicas quimicas e fisicas do substrato e dos cogumelos, atividade
antioxidante e os compostos primarios e secundarios dos cogumelos. Também
foi avaliado o potencial de utilizacdo do substrato pos cultivo (SPC) do sisal na
producdo de biomassa, teor e rendimento de 6leo essencial de manjericdo
(Ocimum basilicum L.). O SPC foi utilizado na aduba¢c&o combinado com outras
fontes de adubos organicos: composto organico (CO) e humus de minhoca (HM).

O menor tempo para formacdo dos primérdios (25 dias), maior EB (73,25 —



105,75%), rendimento (135,25 — 354,50 g kg!) e taxa de rendimento (0,48 —
12,75 g diat) foram obtidos com o isolado HB, no substrato suplementado com
TAC ou FT, independente do residuo utilizado para a formulagdo do substrato.
O aumento dos fendis totais, acimulo de macro (P e K) e micronutrientes (Zn,
Fe, Na, Mg e Mn), reducdo da atividade do DPPH e ABTS e aumento da
quantidade de metabdlitos, com presenca de todos os aminoacidos essenciais,
foram observados nos corpos de frutificagéo deste isolado, em comparagéo com
o HP, quando cultivado no substrato com RS. Entretanto, as maiores
concentracfes dos metabolitos foram observadas na linhagem HP produzida no
substrato com RD, sem suplementacdo. O SPC e suas combinacdes
proporcionaram aumento de area foliar e biomassa das plantas de manjericéo.
O tratamento com 75% de SPC + 25% de HM proporcionou o0 maior rendimento
de 6leo (4,96 kg ha't), com ganho de 324,8% em relacéo ao controle. O substrato
com RS e RD, suplementado com TAC é eficiente e rentavel para o cultivo de P.
ostreatus e o0 SPC aumenta a biomassa e o rendimento de 0leo essencial em

plantas de manjericéo, independente da combinacdo com adubos organicos.

Palavras-chave: cogumelo ostra; adubac¢do organica; residuo lignocelulésico;

Plantas medicinais; manjericao.



Pleurotus ostreatus PRODUCED WITH SISAL, PALM OIL AND COCOA
RESIDUES, AND THE USE OF SPENT SUBSTRATE IN AGRICULTURE

Author: Cristiano Oliveira do Carmo

Adviser: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: The production and consumption of edible mushrooms have
increased worldwide, because of their high nutritional and medicinal value.
Pleurotus ostreatus, known as oyster mushrooms, can colonize and fructify in
various lignocellulosic residues. This fungus has a complex of hydrolytic enzymes
acts on the decomposition of substances present in these substrates, for its
nutrition and growth. Bahia is a state with significant agricultural production,
including the production of sisal, palm oil, and cocoa. These crops have high
economic and social importance, as they generate employment throughout their
production chains, being important sources of income for the population,
especially for farmers in the semi-arid region for sisal and in the southern Bahia
for palm oil and cocoa. However, during the production and industrialization of
these crops, many wastes are generated, which, in the great majority, are not
used. The aim of this study was to evaluate the production nutritional
characteristics of P. ostreatus in substrates formulated with sisal (SR) and palm
oil (POR) residue, supplemented with the cocoa almond peal (CAP) or wheat
bran (WB). The substrates were formulated with SR or POR supplemented with
20% WB or CAP, or without supplementation. Two P. ostreatus isolates were
evaluated: white Hiratake (WH) and black Hiratake (BH). The parameters
determined were: substrate colonization (SC), biological efficiency (EB), yield,
chemical and physical characteristics of the substrate and mushrooms,
antioxidant activity, and the primary and secondary compounds of the
mushrooms. The potential for agricultural use of the spent substrate (SS) of sisal
waste was also evaluated for production of biomass, content, and yield of basil
essential oil (Ocimum basilicum L.). The SS was used for fertilization, combined
with other sources of organic fertilizers: organic compost (OC) and earthworm
humus (EH). The shortest time for primordia formation (25 days), the highest
biological efficiency (73.25 - 105.75%), yield (135.25 - 354.50 g kg?), and
productivity (0.48 - 12.75 g day!) were obtained with the isolate WH on substrate

supplemented with CAP and WB, regardless of the residue used for its



formulation. The increase in total phenols, accumulation of macro (P and K) and
micronutrients (Zn, Fe, Na, Mg, and Mn), reduced activity of DPPH and ABTS,
and increased the number of metabolites, with the presence of all essential amino
acids, were observed with this mushroom isolate, in comparison with BH, when
cultivated in the substrate with SR. However, the highest concentrations of
metabolites were observed in the mushrooms of BH produced on the substrate
with POR without supplementation. The SS and its combinations provided an
increase in leaf area and biomass of basil plants. Treatment with 75% SS + 25%
EH provided the highest oil yield (4.96 kg ha'), with a gain of 324.8%, compared
to the control. The substrate with SR and POR supplemented with CAP is efficient
and cost-effective for the cultivation of P. ostreatus and the SS increases the
biomass and the essential oil yield in basil plants, regardless of the combination

with organic fertilizers.

Keywords: oyster mushroom, organic fertilization, lignocellulosic residue,

medicinal plants, basil.



1. INTRODUCAO GERAL

A busca pelo suprimento de alimentos para uma crescente populagéo
humana no mundo, faz da agricultura um dos setores que mais contribui para as
emissdes de gases de efeito estufa no planeta, com geragdo de uma grande
quantidade de residuos agricolas (BARROS et al., 2020). Nesse sentido, as
praticas que proporcionem a economia circular, através da utilizacdo de
biotecnologia fungica podem ser vantajosas no uso e gerenciamento dos
residuos no setor agroindustrial, contribuindo para a reducéo das emissdes de
gases de efeito estufa com geragéo de renda (MEYER et al., 2020).

Os cogumelos sdo consumidos em todo o mundo e seu cultivo utiliza
grande variedade de residuos lignocelulésicos, sendo uma forma eficiente de
reciclar residuos agroindustriais e de produzir alimentos de alto valor nutricional
e medicinal (PEREZ-CHAVEZ, MAYER & ALBERTO, 2019). S&o ricos em
nutrientes, como proteinas, carboidratos e vitaminas (B, C e D), que sao
essenciais na vida humana (LIU et al., 2019). Possuem alto teor de fibras e
minerais (ferro, célcio, potassio) (CORREA et al., 2016), s&o ricos em proteinas,
apresentando todos os aminoacidos essenciais para o ser humano adulto e baixo
teor de lipidios (CARRASCO-GONZALEZ, SERNA-SALDIVAR, GUTIERREZ-
URIBE, 2017; GONZALEZI et al., 2020). S&o considerados alimento funcional,
por ter propriedades comestiveis e medicinais (NAM et al., 2018; ATL et al.,
2019), possuem propriedades antioxidantes que atuam na reducdo do dano
oxidativo no corpo humano e promovem protecao contra doengas como cancer
e doencas cardiovasculares (RASHIDI & Yang, 2016; CORREA et al., 2016).

As espécies do género Pleurotus spp. sdo amplamente cultivadas em
todo o mundo. A producédo de cogumelos do género Pleurotus representa cerca
de 25% do total de cogumelos cultivados globalmente e ocupa a segunda
posicdo em producgdo entre os cogumelos comercialmente cultivados (HOA &
WANG, 2015; SARDAR, et al., 2017; RAMAN et al., 2020). O cultivo de Pleurotus
em residuos agricolas apresenta-se como uma tecnologia de baixo custo e
rentavel, que proporciona uma producdo consistente, com alta eficiéncia
biolégica e producédo de cogumelos de boa qualidade (BELLETTINI et al., 2019;
RAMAN et al., 2020). Esta espécie se desenvolve em madeira e ultimamente



seu cultivo tem se difundido em todo o mundo, através da utilizacdo de uma
ampla gama de residuos lignoceluldsicos (LETTI et al., 2018; PEREIRA et al.,
2017, SARDAR et al., 2017; YAMAUCHI, et al., 2018).

A producdo de P. ostreatus em residuos lignocelulésicos normalmente
requer suplementacao com outros residuos ricos em nitrogénio, para melhorar a
eficiéncia de produgédo e a qualidade nutricional e medicinal dos cogumelos
(JEZNABADI, et al., 2017). Residuos organicos ricos em nitrogénio, como: farelo
de soja, farelo de trigo, farelo de arroz, fuba de milho e cascas de amendoim tém
sido recomendados para a suplementacdo (ADEBAYO, OMOLARA E TOYIN
2009; FANADZO et al. 2010; ZIED et al., 2019.). No entanto, fatores como a
sazonalidade, demanda desses residuos para a alimentacdo animal e humana
e a disponibilidade dessas matérias primas na regido ou mesmo no local de
producdo, podem dificultar ou encarecer o sistema de producdo de cogumelos
(JIM et al., 2018). Portanto, para reduzir o custo e melhorar a produtividade
devem ser selecionados materiais disponiveis nas regifes produtoras e com
potencial de utilizacdo como suplemento para a formulacdo do substrato na
producéo de P. ostreatus (ZHAI & HAN, 2018).

No Estado da Bahia, culturas agricolas como sisal, dendé e cacau
produzem uma grande quantidade de residuos em toda a sua cadeia produtiva
(CANTALINO, TORRES & SILVA, 2015; BICALHO, BESSOU & PACCA, 2016;
OKIYAMA, NAVARRO & RODRIGUES, 2017; ROJO-POVEDA et al., 2020). A
maioria dos residuos sao subutilizados, sendo descartados por meio de queima,
despejo ou deposicdo em aterro ndo planejado, podendo causar poluicdo
ambiental e efeitos nocivos a saude humana e animal (ARLORIO et al., 2005;
NAN et al.,, 2018). Entretanto, a natureza lignoceluldésica desses residuos
apresenta potencial para sua utilizacdo na formulacdo de substratos para a
producdo de cogumelos comestiveis (SAIDU, SALIM & YUZIR, 2011; NAM et al.,
2018).

Diante disso, a utilizacao dos residuos da cultura do sisal, dendé e cacau
como fontes de nutrientes para o crescimento de fungos do género Pleurotus
spp. pode representar um enorme potencial de bioconversdo dessa biomassa
lignocelulésica em cogumelos, que sédo alimentos de alto valor nutricional e
medicinal, reduzindo os impactos ao meio ambiente e contribuindo para a

bioeconomia circular, através do gerenciamento desses residuos e aumento da
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eficiéncia bioldgica na producao do cogumelo P. ostreatus (CHANG & WASSER,
2017; SILVA et al., 2020; DO CARMO et al., 2021). Além disso, os metabdlitos
produzidos por esses cogumelos nesses residuos e seus beneficios para a
saude, ainda n&o foram relatados.

Apés a producdo de cogumelos comestiveis € gerada uma grande
quantidade de substratos pés-cultivo (SPC) (KAPU et al., 2012), o qual deve ser
aproveitado. Os SPC sao frequentemente considerados residuos, os quais
devem ser descartados em locais distantes da producdo, para evitar a
proliferacdo de moscas, insetos e doencas (MARQUES et al., 2014; LOPES et
al., 2015). Contudo, esse procedimento quando realizado de forma inapropriada,
pode causar a contaminacdo do meio ambiente, além do desperdicio de recursos
naturais.

A degradacdo fungica causa alteragcbes nas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas dos substratos de cultivo de cogumelos (SHARMA;
ARORA, 2015) e estes ainda apresentam potencial para serem utilizados como
substratos de producdo de mudas (LOPES et al., 2015), na biorremediacédo do
solo (GARCIA-DELGADO et al., 2013; ADENIPEKUN E LAWAL, 2012.), na
alimentacdo animal (WANZENBOCK et al., 2017), para a melhoria das
caracteristicas do solo (NAKATSUKA et al.,, 2016) e na adubacdo organica
(PAULA et al., 2017). Entretanto, a utilizacdo do SPC ainda é muito baixa e ndo
tem solucionado os problemas com o acumulo desses residuos e quantidades
significativas estdo disponiveis para serem utilizadas na agricultura, com
potencial econémico e ecolédgico aceitaveis (PAREDES et al., 2016). Tal uso
permite a integracao de sistemas de producéo, para a completa utilizacdo desses
residuos lignocelulésicos, com geracdo de emprego e renda, producdo de
alimentos e a consolidacéo de tecnologias limpas, sem deixar esses residuos no
ambiente, conforme os preceitos da economia circular (MEYER et al., 2020).

Os objetivos deste estudo foram: avaliar o potencial de utilizacdo do
tegumento da améndoa do cacau (TAC) como suplemento em substratos de
producdo de P. ostreatus formulados com residuos do dendé e do sisal, em
substituicdo ao farelo de trigo; avaliar a atividade antioxidante dos corpos de
frutificacdo produzidos, quantificar e identificar a composi¢cdo nutricional e
metabdlica dos corpos de frutificagbes produzidos nos diferentes substratos
formulados e avaliar o potencial de utilizagcdo do SPC, combinado com composto
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organico e hiumus de minhoca, na producédo de biomassa, teor e rendimento de

0leo essencial em plantas de manjericao (O. basilicum L.).

2.  REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cogumelos comestiveis

Os cogumelos sao estruturas macroscopicas, corpos frutiferos de fungos
do filo Basidiomycota e alguns do filo Ascomycota. Sdo conhecidos e usados ha
mais de 3.000 anos pelos povos asiaticos (URBEN, 2017). Esses organismos
podem ser encontrados em todo o mundo, em habitats diversificados, sendo
encontrados em parques, jardins, pastagens, dunas de areia e até geleiras. Na
maioria dos casos, estes fungos sdo encontrados na natureza ligados a suportes
sélidos, como: solo, arvores (mortas ou vivas), serapilheira e até mesmo em
carcacas de insetos (LETTI et al., 2018).

Os cogumelos comestiveis cultivados comercialmente sdo fungos que
pertencem a ordem Agaricales e ao filo Basidiomycota. Estes s&o conhecidos
como corpos de frutificacdo, carpoforos ou basidiocarpos e, recentemente,
denominados de basidiomas, constituindo uma fase transitdria no ciclo de vida
destes fungos, com reproducdo sexuada (SOUZA & AGUIAR, 2004). Essa
ordem contém cogumelos comestiveis, medicinais, alucinégenos, micorrizicos e
sapréfitas, com grande interesse nos aspectos ecoldgicos, industriais,
alimenticios e medicinais (ALEXOPOULOS et al.,, 1996). Aproximadamente,
dentre as 140.000 espécies identificadas no mundo, apenas 2.000 sao
consideradas comestiveis e 700 apresentam propriedades farmacoldgicas
comprovadas. Entretanto, apenas 25 espécies sao cultivadas comercialmente
(VALVERDE, HERNENDEZ-PEREZ & PAREDES-LEOPEZ, 2015; SAKAMOTO,
2018).

Os seres humanos pré-historicos usavam cogumelos coletados na
natureza como alimento e possivelmente para fins medicinais. Os gregos,
egipcios, romanos, chineses e mexicanos apreciavam os cogumelos como uma
iguaria, principalmente devido ao seu valor terapéutico, sendo frequentemente
usado em cerimoOnias religiosas (MILES & CHANG, 2004).



Embora seu uso tenha sido relatado por milhares de anos, foi somente
nos ultimos anos o consumo de cogumelos aumentou, principalmente devido a
crescente conscientizacdo e busca da populagdo por uma dieta saudavel e
equilibrada, que exerce um papel fundamental no funcionamento normal do
corpo e na manutencdo da saude (REIS et al., 2017). Os cogumelos sempre
foram apreciados pelas suas caracteristicas sensoriais, apresentando uma
qguantidade significativa de fibra alimentar, alta qualidade e quantidade de
proteinas que incluem a maioria dos aminoacidos essenciais, baixo teor de
gordura e calorias, acidos graxos insaturados, substancias minerais, esteroides,
triterpenos e metabdlitos secundarios que podem auxiliar na protecao e cura de
varios problemas de salde, como imunodeficiéncia, cancer, inflamacéo,
hipertens&o, hiperlipidemia, hipercolesterolemia e obesidade (KALAC, 20009;
THATO & SINGDEVSACHAN, 2014; VALVERDE, HERNENDEZ-PEREZ &
PAREDES-LEOPEZ, 2015; MA et al., 2018), além de promoverem a modulac&o
do colesterol LDL no sangue e agirem como inibidores de apetite (KIM et al.,
2011).

Hé& crescimento nas pesquisas e do conhecimento biotecnoldgico sobre a
producéo de cogumelos comestiveis, principalmente com a descoberta de novos
compostos bioativos, como as lectinas, polissacarideos, compostos fendlicos,
polifendlicos, terpendides, ergosterol e outros compostos organicos. Essas
propriedades bioativas incluem imunomodulacdo, antitumoral, antibacteriana,
antiinflamatoérios, antiviral, antioxidante, controle colesterol, entre outras
(WASSER, 2014; VALVERDE, HERNENDEZ-PEREZ, & PAREDES-LEOPEZ,
2015; CORREA et al., 2016; CARRASCO-GONZALEZ, SERNA-SALDIVAR &
GUTIERREZ-URIBE, 2017). Muitos estudos revelaram que diferentes espécies
de cogumelos sdo benéficas para a prevencéao e tratamento de varias doencas
cronicas, como cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e doencas
neurodegenerativas (GUILLAMON et al., 2010; SABARATNAM et al., 2013;
RONCERO-RAMOS & DELGADO-ANDRADE, 2017; KOTHARI, PATEL & KIM,
2018.), levando a um aumento significativo no consumo e consequentemente no
cultivo de cogumelos comestiveis (ZHANG et al., 2013).

A produgdo e o consumo de cogumelos no Brasil ainda sdo muito
pequenos, quando comparados aos paises europeus e asiaticos. Estima-se que
no ano de 2012 o Brasil produziu pouco mais de 12.000 toneladas “in natura” e
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apresentou consumo per capita em torno de 160 gramas, considerado baixo,
quando comparado com o consumo de alguns paises europeus como a Francga,
Italia e a Alemanha, que apresentam consumo per capito superior a 2 kg por ano
(ANPC, 2018). Entretanto, esses valores vém aumentando, devido a busca por
habitos alimentares mais saudaveis, maior conhecimento da populacdo com
relacdo ao seu alto valor nutricional e medicinal, apreciacdo do sabor e
crescimento do veganismo e do vegetarianismo, ja que os cogumelos sao fontes
de proteina para esse grupo de pessoas (GONZALEZ et al., 2020).

Em geral, os cogumelos sdo produzidos por varios métodos, podendo ser
através da fermentacdo submersa ou fermentacédo no estado sélido. No cultivo
de cogumelos através da fermentagcdo no estado sdlido, os corpos frutiferos sdo
produzidos utilizando residuos lignocelulésicos como substratos, enquanto a
biomassa micelial pode ser produzida em meio liquido (fermentacdo submessa),
em tanques de fermentacéo, para a producédo de compostos bioativos ou para a
nutricdo animal (SANCHEZ, 2010; DUVNJAK et al., 2016).

A fermentacéo no estado sélido permite o uso de uma grande variedade
de residuos agroindustriais como substrato, proporcionando maiores
rendimentos na produgdo, uma vez que simula o ambiente natural de
desenvolvimento dos cogumelos com baixo consumo de energia (FAN et al.,
2000; LIN et al., 2016). A biooconversdo da biomassa lignocelulésica pela
indUstria de cogumelos desponta como uma alternativa para a gestdo de
residuos agricolas e industriais no Brasil (MILES & CHANG, 2004). Entretanto,
explorar os cogumelos atraveés de uma bioeconomia sustentavel e com utilizacéo
de residuos locais, operando de forma circular e com economia de recursos,
ainda exige melhorias consideraveis em pesquisa e desenvolvimento cientifico
e tecnoldgico (MEYER et al., 2020).

Portanto, a producdo de cogumelos pode gerar varios beneficios ao
homem e ao ambiente, com a producéo de alimento de elevada qualidade
nutricional, como fonte de biocompostos com propriedades medicinais, como
processo de reciclagem e tratamento de residuos soélidos, contribuindo para a
conservacao dos recursos naturais, gerando sustentabilidade ambiental, a um
baixo custo de producdo (LETTI et al., 2018). As principais espécies de

cogumelos produzidas no mundo séo: Agaricus bisporus (champignon de Paris),
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Lentinula edodes (shiitake) e Pleurotus spp. (cogumelo ostra) (CORREA et al.,
2016).

2.2. Género Pleurotus

O género Pleurotus (Fries) Kummer (Basidiomycota, Agaricales) foi
identificado por Paul Kummer em 1871. S&o fungos cosmopolitas, podendo ser
encontrados em diferentes regiées do mundo, principalmente em ambientes de
floresta (ADEBAYO & MARTINEZ-CARRERA, 2015). Seus corpos de
frutificagdo (cogumelos) possuem alto valor nutricional e propriedades
terapéuticas, além de uma ampla gama de aplicacdes biotecnoldgicas e
ambientais (KNOP, YARDEN, & HADAR, 2015). Sdo decompositores primarios
capazes de usar uma enorme diversidade de materiais organicos como
substratos, conhecidos como "fungos da podriddo branca" (TSUJIYAMA &
UENO, 2013).

O género Pleurotus é composto por mais de 200 espécies saprofitas
distribuidas mundialmente em ambientes temperados e tropicais (CORREA et
al., 2016; PATEL, NARAIAN & SINGH., 2012). As espécies P. ostreatus
(cogumelo ostra), P. eryngii (cogumelo rei), P. pulmonarius (cogumelo fenix), P.
djamor (cogumelo salmé&o), P. sajor-caju (ostra indiana), P. cystidiosus (ostra
abalone), P. citrinopieatus (cogumelo ostra-dourado) e P. cornucopiae sédo as
mais importantes e comercialmente cultivados do género Pleurotus,
apresentando consideravel valor econdmico (PEREZ-MARTINEZ et al., 2015;
KNOP; YARDEN & HADAR, 2015; CORREA et al., 2016). No mundo, as
espécies do género Pleurotus spp. ja ocupam o segundo lugar em producéo
entre os cogumelos comercialmente cultivados, ficando atras apenas do das
espécies do género Lentinula (Shitake), constituindo cerca de um quarto da
producédo total de cogumelos (HOA & WANG, 2015; SARDAR, et al., 2017;
ROYSE, BAARS & TAN, 2017). Essas espécies utilizam substratos
lignoceluldsicos para desenvolver seus corpos de frutificacdo. Apresentam
proteinas contendo os nove aminoacidos essenciais para 0s seres humanos
(KAKON et al., 2012), fibras, polissacarideos (b-glucanas), vitaminas (incluindo
tiamina, riboflavina, acido ascorbico, ergosterol e niacina), indices consideraveis

de macro e micronutrientes, como por exemplo de fosforo, potassio, manganés,
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calcio e ferro, fonte de carboidratos e ainda com baixo teor de gordura
(MAFTOUN et al.,, 2015). Apresentam constituintes quimicos com atividade
antioxidante, imunomoduladora, hipoglicemica hipocolesterolemia,
antimicrobiana, anti-inflamatéria, anti-hipertensivo, antitumoral e. atividades
prebidticas (CORREA et al., 2016; CARRASCO-GONZALEZ, SERNA-
SALDIVAR & GUTIERREZ-URIBE, 2017).

A espécie P. ostreatus cresce em madeira, sendo a mais cultivada entre
0os cogumelos do género Pleurotus. Seu cultivo € difundido em todo o mundo,
em ampla gama de residuos lignocelulosicos (LETTI et al., 2018). Celulose,
hemicelulose e lignina s&o os principais constituintes desses residuos e a lignina
forma uma matriz rigida que dificulta o ataque microbiano e enzimético (KAN et
al., 2017). A degradacdo desses polissacarideos ocorre devido ao aparato
enzimatico presente principalmente nos fungos do género Pleurotus, que permite
a conversdo desses residuos agroindustriais, de baixo valor econémico, em
produtos alimenticios e medicinais. Estes fungos também atuam na liberacéo de
substancias humicas, as quais agem na estruturacdo do solo ou como agentes
guelantes (MEDINA et al., 2012).

A eficiéncia da espécie P. ostreatus em biodegradar lignina, celulose e
hemicelulose nos residuos lignocelulésicos ocorre através da producdo de
potentes enzimas lignoceluloliticas, como a lacase, lignina peroxidase,
manganés peroxidase, endo-£-1,4-glucanase, exo-3-1,4-glucanase | e Il, e G-
glicosidase (ADEBAYO & MARTINEZ-CARRERA, 2015). Entretanto, o cultivo
generalizado ndo é apenas por possuir um sistema enzimatico que possibilita a
degradacdo de residuos lignocelulésico, mas também porque seu rapido
crescimento micelial possibilita que essa espécie ndo seja frequentemente
atacada por microrganismos e pragas, com crescimento em ampla faixa de
temperatura, requerendo pouco investimento em infraestrutura para a producao
comercial (KOUTROTSIOS et al., 2014; SARDAR et al., 2017).

Nos ultimos anos, diversos subprodutos agroindustriais de origem vegetal
vém sendo utilizados como substratos para a producdo de P. ostreatus, tais
como: substrato com palha de trigo (KOUTROTSIOS et al., 2017), palha de trigo
e fibra de coco, combinados com residuos de biodigestores (CHANAKYA et al.,
2015), papel em branco e impresso, palha de aveia (FERNANDES et al., 2015),
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residuo de sisal (DO CARMO, 2021), residuo de cacau e dendé (SILVA et al.,
2020).

Entretanto, a sobrevivéncia e a multiplicacdo desse cogumelo estao
relacionadas a varios fatores que podem agir individualmente ou ter efeitos
interativos entre eles, como: composi¢do quimica, relacdo carbono/nitrogénio,
minerais, pH, umidade, tamanho de particula e quantidade do inoculo (EIRA,
2005; BELLETTINI, et al., 2019; MAHARI et al., 2020). A temperatura, umidade,
luminosidade, concentracdo de oxigénio e didéxido de carbono sdo os principais
fatores ambientais (LETTI et al., 2018; BELLETTINI, et al., 2019; MAHARI et al.,
2020). Esses parametros afetam diretamente a colonizagdo, emissdo de
primordios, frutificacdo e, consequentemente, a producéo de P. ostreatus.

A fonte de nitrogénio no substrato é um fator importante (BELLETTINI, et
al., 2019; MAHARI et al., 2020). O nitrogénio é essencial na sintese de proteinas,
acidos nucléicos, purinas, pirimidinas, polissacarideos e parede celular dos
fungos (ABDULLAH, LAU & ISMAIL, 2015) e pode ser adicionado ao substrato
na forma de nitrato de ambnio ou compostos organicos ricos em nitrogénio
(MILES & CHANG, 2004). O equilibrio da relacédo carbono/nitrogénio deve estar
dentro da faixa aceitavel para o cultivo de cogumelos (BELLETTINI, et al., 2019;
MAHARI et al., 2020). De acordo com Urben (2017) e Bellettini et al. (2015), a
relacdo C/ N entre 28-30 é a mais recomendada para a producéo de cogumelos.
O baixo teor de nitrogénio no substrato reduz o crescimento do micélio. No
entanto, quando o nitrogénio é fornecido em excesso, o micélio pode crescer
exuberantemente, mas a producédo de cogumelos é retardada (Miles e Chang,
2004; YANG, GUO & WAN, 2013). Quando o nitrogénio esta em excesso, 0S
subprodutos do metabolismo podem ser prejudiciais para o micélio e, em casos
extremos, esse excesso é interpretado como falta de carbono disponivel e sem
esse componente principal, a vida dos fungos néo € viavel (LETTI et al., 2018).

Na producdo comercial de cogumelos, recomenda-se a utilizagdo de
suplementos com compostos organicos ricos em nitrogénio (ULZIIJARGAL et al.,
2013; COGORNI et al., 2014). Além disso, a suplementacdo do substrato com
farelo de cereais ou o0 uso de novas combinacdes pode promover o aumento da
produtividade e eficiéncia bioldgica do fungo (SAMUEL & EUGENE, 2012;
BELLETTINI, et al., 2019). Embora P. ostreatus seja cultivado basicamente em

diversos residuos agroindustriais, varios materiais podem ser utilizados como
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suplementos para enriquecer e principalmente melhorar a relacdo C/N do
substrato de producdo. No entanto, fatores como eficiéncia da producéo,
qualidade, disponibilidade, distancia da produgcéo e custo desses materiais
devem ser levados em consideracédo (JEZNABADI, et al., 2017; LI, et al., 2017).
A utilizacdo de residuos agricolas locais como substratos de producédo de
cogumelos deve ser considerada no planejamento em industria de cogumelos,
como fator de redugéo de custos e de valorizacdo dos insumos locais. A maioria
dos fungicultores ainda usa serragem e farelo de arroz ou de trigo como 0s
principais ingredientes para o cultivo do cogumelo ostra. Portanto, o uso de
outros residuos agricolas locais como substrato para o cultivo de cogumelos
pode reduzir o custo de producdo dos cogumelos, uma vez que estes
apresentam baixo custo em comparacdo com outros substratos comerciais
(MAHARI et al., 2020).

Assim, a utilizac@o de residuos de diferentes regifes da Bahia, como o
residuo do processamento da folha e fibra seca do sisal e da fibra do fruto do
dendé, para a formulacdo de substrato de producédo de P. ostreatus e o
tegumento da améndoa do fruto do cacau na sua suplementacdo, podera
aumentar e agregar valor a cadeia produtiva do sisal, dendé e cacau, gerando
produtos alimenticios de alta qualidade nutritiva, além da oportunidade de
aumento na geracao de renda e melhoria na qualidade de vida dos produtores
do sul e semiarido da Bahia. Adicionalmente, diminuira o seu descarte no meio
ambiente e, apés a colheita dos cogumelos, o0 substrato pés cultivo ainda pode
ser utilizado para outros fins, como por exemplo 0 uso como fertilizante agricola,

contribuindo para a economia circular.

2.3. Subproduto do sisal

Os recursos naturais, a economia e a sociedade sao fatores chave para o
desenvolvimento sustentavel. A sustentabilidade ndo durard muito se algum
destes for ignorado. A conservacao de recursos naturais tem influéncias diretas
e indiretas na economia e na saude humana (KHATUN et al., 2017).

O Sisal (Agave sisalana Perrine) é uma monocotileddnea da familia
Asparagaceae, que tem origem nas regifes aridas e semiaridas do México
(COLEMAN-DERR et al., 2015). E importante, principalmente em territorios
aridos e semiaridos, devido a producéo da fibra dura utilizada na producéo de
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artesanato, cordas de diversas utilidades, estofados, celulose e sua utilizacdo na
industria automobilistica (MISHRA et al., 2004; RAMZY et al., 2014). O Brasil €
0 maior produtor e exportador de fibra de sisal no mundo (FAOSTAT, 2020) e o
Estado da Bahia, responde por 96,4% de toda a producéo nacional. A producao
no ano de 2017 foi de aproximadamente 78 mil toneladas de fibras, gerando
divisas de R$ 190,9 milhdes (IBGE, 2018) e em 2018 foi de aproximadamente
80 mi, toneladas de fibra (FAO, 2020).

A producdo de sisal no semiarido baiano desenvolve-se
predominantemente através da agricultura familiar, com baixo nivel tecnoldgico
no processo produtivo (plantio, colheita, desfibramento e beneficiamento).
Estima-se que o setor de sisal permite a geragéo de empregos diretos e indiretos
para cerca de aproximadamente 850.000 pessoas no Brasil (CONAB, 2015). A
restricdo quanto a possibilidade de diversificacdo de cultivos, devido as
condicdes climaticas torna essa cultura a principal alternativa de producéo para
essa regiao (DIAS et al., 2015).

O principal produto da cultura do sisal € a fibra dura extraida das folhas,
gue equivale de 4 a 5% do peso fresco da folha. O restante da polpa das folhas
gera 16% de residuo sélido e 80% de residuo liquido, os quais sdo, em sua
maioria, descartados nas areas de producédo, podendo se tornar um problema
ambiental (MARAN & PRIYA, 2014). O residuo é composto de agua, tecido
parenquimatoso, fibras curtas (bucha), polissacarideo e compostos inorganicos
(SHARMA & VARSHNEY, 2012; ZHANG, LIU & LIN 2014). Entretanto, uma
pequena parte esta sendo utilizada como adubo orgéanico nos plantios de sisal,
na alimentacdo animal e na industria farmacéutica e de cosméticos (DOS
SANTOS. et al., 2013; RIBEIRO, BARRETO & COELHO, 2015; BARRETO et
al., 2017). Diante disso, e considerando uma producdo em 2018 de 80.043 mil
toneladas de fibra de sisal (FAO, 2020), com o rendimento da fibra de 4%,
estima-se que sdo gerados aproximadamente 1,9 milhdes de toneladas de

residuos do processamento do sisal para obtengéo da fibra, por ano.

2.4. Residuo do Dendé

O dendé (Elaeis guineenses Jacq.) € uma palmeira de origem africana

com elevado rendimento de 0leo por area de cultivo. Recentemente, surgiu como

15



fonte potencial de energia renovavel (CHIN et al., 2013; BICALHO, BESSOU &
PACCA, 2016). O 6leo do dendé é utilizado como gordura industrial para frituras,
margarina, gordura vegetal, sorvete, creme ndo lacteo, molhos para salada,
analogos de queijo, chocolates, suplementos e vitaminas. Seus constituintes
quimicos também podem ser usados na producdo de produtos de higiene
pessoal, cosméticos, agroquimicos, lubrificantes, sabonetes, limpeza industrial,
tinta de impressdo, biocombustiveis, combustiveis para aviacdo e biogas
(KHATUN et al., 2017).

Em 2018, a producdo mundial de frutos de dendé atingiu 403 milhdes de
toneladas em uma area plantada de 27,62 milhdes de hectares, apresentando
producdo média de 14,9 t. ha! (FAO, 2020). Entretanto, o crescimento da
populacdo mundial e da demanda por energias renovaveis tem desencadeado o
aumento da producao do dendezeiro. A producao global de 6leo de palma tem
dobrado a cada 10 anos nas ultimas décadas (KHATUN et al., 2017).

O dendezeiro € cultivado no Brasil desde o século XVII, sendo
inicialmente, implantado no estado da Bahia e depois difundido para o Para e a
Amazobnia. O Para atualmente é o maior produtor de 6leo de palma no Brasil,
concentrando 80% da &rea plantada com dendezeiros. Esta regido gera quase
90% da producao total brasileira (OLIVEIRA, et al., 2017). Na Bahia, a producéo
concentra-se na regido do baixo sul, com cerca de 70% da producéo do Estado.
Nesta regido, o fruto do dendé tem elevada importancia econémica, gerando
emprego em toda sua cadeia produtiva (HOFFMANN, 2016).

Entretanto, a producéo de 6leo de dendé gera uma elevada quantidade
de residuos. O processamento dos frutos do dendezeiro fornece em média os
seguintes produtos e subprodutos: 6leo de palma bruto 20%; 6leo de palmiste
1,5%; torta de palmiste 3,5%; engacos 22%; fibras da prensagem do mesocarpo
(torta de dendé) 12%; cascas 5%; e uma quantidade de efluentes liquidos (ROSA
et al., 2011). Esses residuos podem se apresentar como um problema para a
industria e, na maioria das vezes, sdo descartados no solo sem nenhum
tratamento (CHENG et al., 2011), ou utilizados como adubo nas plantacdes e
como fonte de energia em usinas ou para a manufatura de uma série de produtos
para a agricultura ou outras indastrias (FURLAN JUNIOR et al., 2006). Essa
enorme biomassa vegetal subutilizada pode ser melhor aproveitada na geragéo
de produtos de maior valor agregado, ao invés de serem descartados, gerando
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gases de efeito estufa que contribuem para o aquecimento global (ALI et al.,
2018). A busca por processos que promovam a utilizacdo dos residuos da
industria do dendé, como forma de valorizar a cadeia produtiva e evitar o seu

descarte no meio ambiente é uma necessidade (OLIVEIRA et al., 2017).

2.5. Subproduto do cacau (Theobroma cacao L.)

O cacau (Theobroma cacao L.) € conhecido mundialmente por suas
sementes que sdo utilizadas como matéria prima na fabricacdo do chocolate e
producdo de produtos a base de cacau. Esta planta pertence a classe
Magnoliopsida, ordem Malvales, familia Malvaceae, género Theobroma e
espécie cacao, sendo o cacau o principal fruto do género (SILVA NETO, 2001;
ALEXANDRE et al., 2015; Kongor et al., 2016). Suas sementes sédo o principal
produto com valor e importancia econémica, normalmente chamadas de
améndoas ou graos de cacau, as quais possuem uma casca externa, conhecida
como tegumento, pelicula ou testa, que envolve dois cotilédones e um pequeno
embrido (Figura 1) (CALIGIANI, MARSEGLIA & PALLA, 2016; OKIYAMA,
NAVARRO & RODRIGUES, 2017).

17 Casca _l

Embriao

Nucleo Cotilédones

Figura 1, Partes da améndoa do fruto do cacau. Adaptado de OKIYAMA, NAVARRO,
RODRIGUES, 2017.

Os principais paises produtores de cacau no mundo sdo a Costa do
Marfim, Gana, Indonésia, Nigéria, Equador, Camardes e Brasil, contribuindo com
quase 90% da produgédo mundial total de grdos de cacau (OKIYAMA, NAVARRO
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& RODRIGUES, 2017). A producao mundial de graos de cacau na safra 2018 foi
de 5,5 milhdes toneladas (FAO, 2020) e uma exportacdo de aproximadamente
US $ 47 bilhdes de ddlares (The International Cocoa Organization, 2018). No
Brasil, a producao de cacau esta presente em mais de 66 mil propriedades rurais.
A elevada rentabilidade e as condi¢des de solo e clima favoraveis ao seu cultivo
impulsionaram a rgpida expanséo e a consolidacao da agroindustria cacaueira,
principalmente no sul da Bahia (BASTOS, et al., 2018).

O Estado da Bahia é um dos principais produtores de cacau no Brasil e em
2019, o pais produziu 259.425 toneladas de cacau e, desse total, 40,54% foi
frutificado no sul da Bahia, o que representa 105.000 toneladas (FAO, 2020). O
principal produto do cacau é o chocolate (SANTOS, 2013), mas outros produtos
como cosmeéticos, bebidas finas, sucos e sorvetes usam essa fruta como matéria
prima (ROJO-POVEDA et al., 2020).

No processo de producao de chocolate, o tegumento da améndoa do fruto
do cacau (TAC) é removido juntamente com o embrido antes ou depois da
torrefacdo e os fragmentos quebrados dos cotilédones, chamados de pontas,
sdo utilizados na producao de chocolate (BECKETT, 2011). A retirada do TAC
em produtos gerados a partir dos gréos de cacau € desejavel, uma vez que afeta
negativamente o processo e a qualidade do produto final. O teor de casca dos
produtos de cacau vem sendo utilizado como um importante parametro de
qualidade (OKIYAMA, NAVARRO, RODRIGUES, 2017).

Estima-se que a producéo do TAC seja muito significativa, uma vez que
representa 10-17% da semente de cacau (HASHIMOTO et al., 2018).
Considerando a producéo baiana de améndoa de cacau na safra de 2019 de
105.000 toneladas, a geracdo desse residuo pode ser calculada em
aproximadamente 18 mil toneladas (FAOSTAT, 2020). No entanto, a quantidade
desses residuos de descarte pode ser ainda maior, se considerarmos a
possibilidade de se ter partes das pontas presas a TAC e o embrido, sendo estas
também descartadas (OKIYAMA, NAVARRO & RODRIGUES, 2017).

O TAC é considerado um subproduto industrial da producéo de cacau que
€ geralmente subutilizado ou considerado como um residuo, o qual é usado
principalmente como combustivel para caldeiras (ARLORIO et al., 2005). No
entanto, nos ultimos anos a TAC tem despertado o interesse comercial e

industrial, principalmente devido as suas caracteristicas nutricionais, sendo
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economicamente atraente para a sua bioconversao em alimentos valiosos, em
funcdo de uma economia circular de base biologica (KOWALSKA et al., 2017,
OKIYAMA, NAVARRO & RODRIGUES, 2017; VASQUEZ et al., 2019).

O TAC apresenta quantidades consideraveis de compostos bioativos,
como por exemplo os polifendis, além de fibras e baixo teor de gordura, que séo
conhecidos por serem responsaveis pelos diferentes beneficios relacionados a
nutricdo e a saude, proporcionados pelos compostos do cacau (ARLORIO et al.,
2005; BADRIE, et al., 2015.). Muitos pesquisadores estao propondo o uso desse
subproduto como ingredientes alimenticios, em racdes para animais,
biocombustivel ou outras aplicacdes de valor agregado (JAHURUL et al., 2013;
YUSOF, et al, 2016; OKIYAMA, NAVARRO, RODRIGUES, 2017; PANAK
BALENTIC, et al., 2018.). Entretanto, ainda n&o ha registro da utilizacéo desse

residuo na formulacéo de substrato para a producdo de cogumelos comestiveis.

2.6. Substrato pos cultivo de Pleurotus spp.

As possibilidades de utilizacédo e valorizacdo dos residuos ou subprodutos
agroindustriais ainda s&o pouco exploradas, especialmente quando sao
utilizados na perspectiva de uma gestdo de residuos ecologicamente correta,
com a geracdo de novos produtos de valor agregado. Uma alternativa € o
tratamento biolégico de residuos através da inoculacdo com fungos
basidiomicetos, que atuam na degradacao de residuos lignoceluldsicos, sendo
um processo ambientalmente seguro (SCHMIDT et al., 2003). Um exemplo do
potencial de tratamento bioldgico desses residuos é o seu uso no cultivo de
cogumelos comestiveis, o qual se apresenta como processo biotecnolégico de
reciclagem de residuos lignocelulésicos (OWAID, ABED & AL-SAEEDI., 2017).
Este processo tem dois objetivos principais: a producédo de alimento de alta
qualidade nutricional e medicinal e a reducdo de poluentes ambientais
(SANCHEZ, 2010). Entretanto, com a producdo dos cogumelos sado gerados
grandes quantidade de substratos pés cultivo (SPC) (MARQUES et al., 2014). A
maioria dos SPC séo descartados por meio de praticas insustentaveis, como
gueima a céu aberto, aterramento e incineracdo, as quais resultam em efeitos
ambientais adversos e elevados custos na sua gestéo para a industria (KAPU et
al., 2012; GONG et al., 2019; MAHARI et al., 2020). Cerca de 5 kg de SPC séo
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gerados a partir de cada quilograma de cogumelos fresco produzido (PAREDES
et al., 2009; CORREA et al., 2016).

A degradagdo fungica causa alteracbes nas caracteristicas fisicas,
quimicas e biolégicas dos SPC (SANTOS AZEVEDO et al., 2009; SHARMA &
ARORA, 2015). Os SPC possuem enzimas lignoceluldsicas extracelulares
liberadas pelo micélio fungico que possibilitam a liberacdo de compostos
inorganicos, elevados teores de matéria organica, nitrogénio (N), fésforo (P),
potassio (K), nitrato de aménio e outros nutrientes necessarios para a fertilizacao
do solo e crescimento de plantas (Paula et al., 2017; MAHARI et al., 2020). A
producdo de P. ostreatus utilizando diferentes residuos lignocelulésicos
proporciona a degradagao e solubilizagdo de carboidratos, lignina, celulose,
hemicelulose, gerando um substrato residual com alta digestibilidade, rico em
nutrientes e proteinas (SALES-CAMPOS et al., 2010; BENTO et al., 2014;
KOUTROTSIOS et al., 2014). Koutrotsios et al., (2014), avaliando diferentes
residuos agroindustriais e florestais, relataram reducdo nos teores de
hemicelulose e celulose e aumento da proteina bruta do substrato pos cultivo de
P. ostreatus, em relagdo ao substrato inicial. Sales-Campos et al., (2010)
concluiram que o cultivo de P. ostreatus em substratos formulados com residuos
madeireiros e da agroindustria da Amazénia proporcionaram a melhoria da
qualidade do substrato residual (incremento de proteina e de energia), devido a
maior disponibilidade de nutrientes, em comparacédo com o substrato inicial.

Diferentes potenciais de aplicacdo do SPC tém sido discutidos atualmente.
A aplicagdo do SPC na agricultura € um meio economicamente e ecologicamente
aceitavel (PAREDES et al., 2016) e pode contribui principalmente para melhorar
a qualidade do solo, adsorver quimicamente os poluentes organicos e
inorganicos, aumentar a populacdo de microrganismos promotores de
crescimento de plantas e apresentar eficiéncia no controle de fitopatdbgenos
transmitidos no solo (OTHMAN et al., 2020). Os SPC apresentam diversos
potenciais, como: substrato de producdo de mudas (LOPES et al.,, 2015),
biorremediacdo do solo e da agua (GARCIA-DELGADO et al., 2013;
ADENIPEKUN & LAWAL, 2012.), alimentacdo animal (WANZENBOCK et al.,
2017), formulacdes de substratos de producdo para novas culturas de
cogumelos (CUNHA ZIED et al., 2020) e adubacdes organicas (PAULA et al.,
2017).
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2.7. O manjericao (Ocimum basilicum L.)

O interesse em produtos medicinais derivados de plantas (também
conhecidos como fitoterdpicos) aumentou significativamente no mundo. Esse
interesse é especialmente observado em paises desenvolvidos, principalmente
em alguns paises europeus e nos Estados Unidos (DUTRA, et al., 2016). Os
compostos derivados de plantas medicinais sdo atualmente empregados na
terapia moderna, além de desempenhar papel importante na sintese de algumas
moléculas mais complexas (SUNTAR, 2019). Estima-se que cerca de 30% dos
medicamentos terapéuticos disponiveis sdo derivados de fontes naturais,
principalmente de plantas e microrganismos (ANAND et al., 2019). Em algumas
areas terapéuticas como a oncologia, a quantidade de medicamentos derivados
de plantas atinge 60% (MISHRA & TIWARI, 2011).

A espécies do género Ocimum apresentam grande variabilidade
morfologia, quimica e genética (PUTIEVSKY & GALAMBOSI, 1999). Sao
oriundas da Asia, Africa, América do Sul e Central, e amplamente distribuidas
em todo o mundo, adaptando-se bem a paises de clima quente (PUTIEVSKY &
GALAMBOSI, 1999; TRUTA & ZAMFIRACHE, 2013). Devido a sua importancia
econdmica e medicinal, as espécies do género Ocimum mais cultivadas no
mundo s&o Ocimum basilicum L., O. africanum Lour. (syn. O. citriodorum Vis.),
O. americanum L. (syn. O. canum Sims.), O. gratissimum L., O. minimum L., and
O. tenuiflorum L. (syn. O. sanctum L.) (CAROVIC-STANKO et al., 2010).

O manjericdo (Ocimum basilicum L.), pertence a familia Lamiaceae, €
cosmopolita e cultivado principalmente para fins medicinais e culinarios. Desde
0s tempos antigos, o0 manjericdo tem sido usado como medicinal ou como
ingrediente em varios pratos e bebidas (BURDUCEA et al. 2018). Possui
substancias quimicas incluindo  monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides, com atividade antioxidante e beneficios comprovados para a
saude humana (MAKRI & KINTZIOS, 2008; SZYMANOWSKA et al., 2015;
ONOFREI et al., 2017). E tradicionalmente utilizada no tratamento de dores de
cabeca, tosse, diarreia, constipacao, verrugas, vermes e problemas renais. O
Oleo essencial de O. basilicum apresenta ampla gama de compostos aromaticos,

com atividades citotoxica, inseticida, repelente de insetos, alelopatica,
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antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria (PANDEY, SINGH & TRIPATHI,
2014; DHIFI et al., 2016).

A utilizacdo de fertilizantes quimicos e nutrientes inorganicos para
maximizar o rendimento da cultura é pratica generalizada (YAZDANI et al.,
2004). No entanto, a adubacéo organica é boa fonte de macro e micronutrientes
e aumenta a capacidade de retencdo de agua e de troca de cations do solo
(PANDEY, PATEL & PATRA, 2016). Além disso, as préticas agricolas organicas
e sustentaveis estdo sendo recomendadas, ndo apenas para obter altos
rendimentos, mas também para produzir estabilidade a fim de satisfazer a
necessidade de maior seguranca alimentar e ambiental (ROUPHAEL et al.,
2015).

O plantio de ervas medicinais utilizando o manejo integrado com
fertilizantes organicos e inorganicos é a melhor estratégia para melhorar o
rendimento e os compostos ativos dessas plantas (MALIK et al., 2011). Segundo
Pandey, Patel & Patra, (2016) altos rendimentos de biomassa de manjericao sao
obtidos utilizando a combinacdo de adubacdo orgénica e quimica sobre a
produtividade da cultura, qualidade nutricional e atividade antioxidante. Portanto,
combinar duas fontes de adubacgéo organica com intuito de otimizar a producao
de manjericdo pode ser de grande valia na producdo dessa espécie e o SPC
pode constituir em uma excelente fonte organica de nutrientes para o cultivo

desta planta medicinal.
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Capitulo 1

PRODUCTION AND NUTRITIONAL QUALITY OF Pleurotus
ostreatus USING SISAL AND COCOA AGROINDUSTRIAL
RESIDUES

1Artigo a ser ajustado para posterior submissédo ao Comité Editorial do periédico cientifico Food

Chemistry, em verséo na lingua inglesa.
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Producéo e qualidade nutricional de Pleurotus ostreatus
utilizando residuos agroindustriais de sisal e cacau

Autora: Cristiano Oliveira do Carmo
Orientadora: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

Resumo: O uso de residuos agroindustriais para produgdo e melhoria da
qualidade nutricional dos cogumelos tem sido recomendado e se tornou uma das
principais prioridades de pesquisa no passado recente. Os objetivos do trabalho
foram avaliar o potencial da suplementacdo do substrato de producédo de P.
ostreatus, composto por dois residuos de sisal (RS), utilizando o tegumento da
améndoa do cacao (TAC), e avaliar a atividade antioxidante, composicéo
nutricional e metabdlica dos cogumelos. Foram avaliadas duas linhagens de P.
ostreatus: Hiratake branco (HB) e Hiratake preto (SP), em substratos formulados
com RS, suplementado com 20% de farelo de trigo (FT), 20% de TAC e um
tratamento sem suplementacdo. O potencial da suplementacdo com TAC foi
determinado através da avaliacdo do crescimento micelial, eficiéncia biol6gica
(EB), rendimento, caracteristicas nutricionais, atividade antioxidante e
metabolitos dos corpos de frutificacdo das linhagens de P. ostreatus. A
suplementacdo com FT e TAC favoreceu o crescimento micelial, independente
da linhagem. Entretanto, o inicio da formacao dos primérdios (25 dias), maior
eficiéncia biologica (73,25 e 78,25 %) e maior rendimento (195,25 e 196,25 g kg
1) foram obtidos no substrato inoculado com o HB. A linhagem HB em substrato
com TAC apresentou maior atividade antioxidante pelo método DPPH (5,79 mg
mL-1) e maior quantidade de metabdlitos, com presenca de todos os aminoacidos
essenciais, em comparacdo com o HP. O substrato com RS suplementado com
TAC proporcionou aumento da producao, atividade antioxidante, propriedades
centesimais e de metabolitos nos corpos de frutificacdo da linhagem HB de P.
ostreatus, demonstrando o grande potencial da utilizacdo dessa fonte organica

na suplementacao desses substratos para o cultivo de P. ostreatus.

Palavras-chave: Cogumelo ostra, Agave sisalana, Residuo de sisal, Atividade

antioxidante, Metabdlitos fangicos.
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Production and nutritional quality of Pleurotus ostreatus using
sisal and cocoa agroindustrial residues

Author: Cristiano Oliveira do Carmo
Adviser: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

Abstract: The use of agro-industrial residues for the production and improvement
of the nutritional quality of mushrooms has been recommended and has become
one of the main research priorities in the recent past. The objectives of this work
were to evaluate the potential of supplementing the substrate for production of P.
ostreatus, composed of two sisal residues (SR), using the cacao almond peel
(CAP) residue, and to evaluate the antioxidant activity, nutritional and metabolic
composition of the mushrooms. Two P. ostreatus strains were evaluated: white
Hiratake (HB) and black Hiratake (BH), on substrates formulated with SR,
supplemented with 20% wheat bran (WB), 20% CAP, and a treatment without
supplementation. The potential of TAC supplementation was determined through
the evaluation of mycelial growth, biological efficiency (BE), yield, nutritional
characteristics, antioxidant activity and metabolites of the fruiting bodies of the P.
ostreatus strains. Supplementation with WB and CAP favored mycelial growth,
regardless of the lineage. However, the beginning of primordium formation (25
days), greater biological efficiency (73.25 and 78.25%) and yield (195.25 and
196.25 g kg-1) were obtained from the substrate inoculated with HB. The HB
strain on substrate with CAP showed greater antioxidant activity by the DPPH
method (5.79 mg mL-1) and greater quantities of metabolites, with the presence
of all essential amino acids, compared to BH. The substrate with SR
supplemented with CAP provided increased production, antioxidant activity,
proximate and metabolite properties in the fruiting bodies of the HB lineage of P.
ostreatus, demonstrating the great potential of using this organic source to
supplement these substrates for the cultivation of P ostreatus.

Keywords: Oyster mushroom, Agave sisalana, Sisal residue, Antioxidant activity,

Fungal metabolites.
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1. INTRODUCTION

Mushrooms are edible fungi widely consumed and appreciated worldwide,
for their nutritional and medicinal value, and also because of their unique flavor
(Valverde, Hernandez-Pérez & Paredes-Lopez, 2015; Sun et al., 2020). They are
rich in proteins, with essential and non-essential amino-acids, fiber,
carbohydrates, and vitamins, which are important for human life (Liu et al., 2019;
Corréa et al.,, 2016; Carrasco-Gonzalez, Serna-Saldivar & Gutiérrez-Uribe,
2017). Moreover, mushrooms are considered as functional food with nutritional
and medicinal properties (Nam et al., 2018; Atli, Yamag, Yildiz & $élener, 2019),
with antioxidant properties that promote reduction in oxidative damage in humans
and protection against types of cancer and cardiovascular diseases (Rashidi &
Yang, 2016; Corréa, Brugnari, Bracht, Peralta & Ferreira, 2016). Mushrooms
contain many bioactive substances such as lectins and nucleotides, which can
improve human metabolism and the immune system (KHATUN et al., 2015).
These characteristics have made them a preferred product for consumers
concerned with their health (Valverde, Hernandez-Pérez & Paredes-LOpez,
2015), as food, dietary supplement, or ingredient for processing functional foods
(Carrasco-Gonzalez, Serna-Saldivar, Gutiérrez-Uribe, 2017).

Amongst the cultivated edible mushrooms, Pleurotus ostreatus is the
second most cultivated worldwide (Hoa, Wang & Wang, 2015; Sardar, et al.,
2017). Besides all the nutritional and medicinal value, its growth in agro-industrial
wastes involves a relatively low-cost technology that can generate income with
the recycling of several wastes through the efficient bioconversion of several
wastes into nutritious food (Bellettini et al., 2019; Raman et al., 2020). P.
ostreatus, known as Oyster mushroom, can grow in woods and its cultivation has
been spread throughout the world with the utilization of a wide range of
lignocellulosic wastes (Letti et al., 2018; Pereira et al., 2017, Sardar et al., 2017;
Yamauchi, et al., 2018).

Sisal (Agave sisalana Perrine) has been cultivated for many decades in
several countries for fiber extraction (FAO, 2020). During the leaf decortication
process for fiber extraction, great quantities of a solid and liquid waste, basically
composed of leaf pulp and some fibers, is produced and is mainly left in the sisal

fields without any use. A very small proportion of this waste is used for animal
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feedstock, or for soil fertilization in sisal fields (Cantalino, Torres, & Silva, 2015).
However, this lignocellulosic waste has the potential for being used as substrate
for mushroom growth, especially for P. ostreatus growth (Muthangya,
Mshandete, Amana, Hashim, & Kivaisi, 2014; Raymond, Mshandete & Kivaisi,
2015). Brazil is the world’s largest sisal fiber producer and exporter (FAO, 2020),
and the state of Bahia produces approximately 95% of all Brazil's sisal fiber
(IBGE, 2019). In 2018, approximately 78 thousand tons of sisal fiber were
produced in Brazil, out of 300 thousand tons produced worldwide (FAO, 2020).
However, the fiber represents only 4 to 5 % of the leaf fresh weight, and the other
96 % of the shredded leaf contains 16 % of a solid waste and 80 % of a liquid
waste, which is mostly left in the sisal fields without any treatment or use (MARAN
& PRIYA, 2014). Therefore, the formulation of mushroom substrates with this
lignocellulosic waste for P. ostreatus production can prevent its accumulation in
the sisal fields and the environment, while generating a highly nutritious food and
a source of income for the population of those sisal producing regions, which is
composed mainly of very poor family-based farmers that live in the semiarid
region of Bahia state, with very few opportunities for income generation.

The supplementation of lignocellulosic wastes for production of P.
ostreatus is a common practice for improving the biological efficiency in
converting them into edible products (Jeznabadi, Jafarpour, Eghbalsaied &
Pessarakli 2017). Organic wastes rich in nitrogen such as: soybean bran, wheat
bran, rice bran, corn cob, peanut shells, cocoa almond peels and wood saw dust
have been recommended for the supplementation of substrates for mushroom
growth, such as P. ostreatus (Adebayo, Omolara & Toyin 2009; Fanadzo, Zireva,
Dube, & Mashingaidze 2010; Zied, Prado, Dias, Pardo, & Pardo-Gimenez, 2019;
Silva et al., 2020). However, factors such as seasonality, competition of animal
and human feed, and availability of these materials in the mushroom growth
region can be a problem for this technology (Jin, Li, Ren & Qin, 2018). For cost
reduction and yield improvement, it is necessary to select organic materials of
low cost and availability, that have the potential to be used as substrate
supplements for production of P. ostreatus (Zhai & Han, 2018).

The state of Bahia, in Brazil, is also the highest cocoa (Theobroma cacao
L.) producer, for the chocolate industries. In 2018/2019, Brazil produced 255 tons
of cocoa, and 68.9 % was from the Southern region of Bahia, representing 175.69
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tons (IBGE 2019). During the cocoa seed processing, the seed peel is removed
from the cocoa almond (Rojo-Poveda, Barbosa-Pereira, Zeppa, & Stévigny,
2020), and it is estimated that the production of cocoa almond peel (CAP) is very
high, representing 10 to 17 % of the cocoa seeds (Okiyama, Navarro, Rodrigues,
2017). Considering the production of cocoa almonds in Bahia, in the years
2018/2019, cocoa almond peels can be estimated in approximately 18 thousand
tons (FAOSTAT, 2020). Generally, this cocoa waste is used in part as fuel for
industrial boilers (Arlorio et al., 2005), although there are uses for animal feed
and in formulations of organic soil fertilizers (Ntiamoah & Afrane, 2008).

This work aimed to evaluate: i) the potential of using CAP as a supplement
for growth substrates of two strains of P. ostreatus composed of two sisal
residues, as a possible substitute for wheat bran; ii) to evaluate de antioxidant
activity of the produced mushrooms, and iii) to quantify and identify the fruiting

body nutritional and metabolites composition, for the different substrates used.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Microorganisms and growth conditions

Two strains of P. ostreatus, codified as WH (White Hiratake) and BH (black
Hiratake) were used. Strain WH was obtained from the fungal collection of the
Laboratory for Mycorrhizal Associations of the Department of Microbiology from
the Federal University of Vicosa, in Minas Gerais, Brazil. The BH strain was
donated by the Nayumi Cogumelos company, located in Sdo Paulo, Brazil. For
inoculum preparation, mycelium agar plugs preserved in glass vials with sterile
water were transferred to Petri plates with potato dextrose agar (PDA) medium
(Bononi et al., 1999). The cultures were incubated at 25° C, without photoperiod,

for seven days, and they were then preserved at 4°C for future use.

2.2 Production of inoculum (spawn)
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Sorghum (Sorghum bicolor) grains were used for growth of both strains of
P. ostreatus. The grains were washed in tap water and soaked in water for 2
hours (2:1 water: sorghum seeds, volume: weight). Excess water was removed
through sieving with a household plastic sieve and the grains were transferred to
glass bottles, with 100 g of seeds per bottle. They were than sterilized in an
autoclave at 121 °C for 55 min. After sterilization, each bottle was inoculated with
three agar plugs (5 mm diameter) of P. ostreatus strain grown on PDA, and they
were incubated at 25 °C, in the dark, for 20 days. The grains colonized by the

fungus are denominated spawn.

2.3. Agro-industrial wastes and substrate formulations

The solid waste from the sisal leaf decortication process for fiber extraction
(sisal residue - SR) was collected in a sisal field, at the moment of the fiber
extraction process, in the municipality of Valente, state of Bahia, Brazil, and it
was spread in a concreted floor, and sun-dried for 48 hs. The waste from
industrial processing of sisal dry fiber, known as an industrial sisal powder (ISP)
was collected at a sisal dry fiber industry in the municipality of Conceicao do
Coité, state of Bahia, Brazil. The cocoa almond peel (CAP) waste was collected
in the Southern region of Bahia, in a cocoa industry. Wheat bran (WB) was
purchased in a local store for agricultural and animal products.

The ISP and SR were separately soaked in water for 4 hr, and this process
was repeated three times for thorough washing. Theses wastes were then
soaked in a solution of 0,5 % lime (CaCOs) for 12 hr. After these treatments, a
mixture of SR and ISP was prepared with the proportion of 70/30 (gram: gram) of
each respectively. The substrates were formulated with this mixture of sisal
wastes and were supplemented with 20 % of CAP or 20 % of WB, and the control
treatment was formed by the mixture of sisal wastes without supplementation. All
substrate formulations received 3 % of triturated charcoal. The 70/30 proportion

of the sisal wastes was based on previous studies (Do Carmo, 2021).

2.4. Production of P. ostreatus in mushroom growth chambre
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To evaluate production of P. ostreatus the water content of the different
formulated substrates was adjusted to 70 % with the addition of tap water. The
substrates were transferred to polyethylene bags with a filter for gas exchange,
with 2 kg (fresh weight) per bag, and they were sterilized in the autoclave at 121
°C for 55 mins. After cooling, the substrates were inoculated with 40 g of spawn
per bag (2 % of the substrate weight), and they were incubated at 25 + 2°C, with
air humidity at 75 to 80 %. After complete colonization, the bags were transferred
to a mushroom growth chamber and received a temperature shock through the
reduction of the temperature to 23 £+ 2°C, with an automated nebulization system
with fans for ventilation, which was programmed to stay on for 3 minutes, five
times during the day. A total of 12 holes were made at equidistant points on the
bags surface, with a stain less steel scalp, for emission of the mushrooms. The
growth chamber was kept at a temperature of 25°C and air humidity between 80
to 90 %, with the automated nebulization and ventilation system throughout the
production period.

Fruiting body were harvested two times a day, when they presented an
almost flat pileo. After harvest, they were weighed and counted for the number of
bunches and basidioms. Afterwards, they were dried at 45 °C in an air circulating

oven.

2.5. Fruiting body growth parameters

The growth parameters measured were the following: time for growth cycle
completion (colonization, primordia formation, fruiting body production), and
precocity defined as the time between the inoculation date and the formation of
primordia.

2.5.1 Biological Efficiency (BE)

Biological efficiency, that is, the capacity of bioconversion of substrate into
P. ostreatus mushrooms, was calculated with the following equation: BE% =

(fruiting body fresh weight / substrate initial dry weight) x 100 (Royse et al., 2004).

2.5.2. Yield
The yield was expressed as the production of fresh mushrooms per fresh

substrate.
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2.5.3. Productivity rate

The Productivity was expressed as production of mushrooms per day.

2.6. Antioxidant activity and phenolic compounds

2.6.1. Fruiting body extract preparation

For preparation of the extracts, mushrooms of both strains of P. ostreatus
were dried at 45 °C and triturated in a Willey type mill. The extraction was
conducted as described by Mau et al. (2002) with modifications. Ten grams of
dried and triturated mushrooms were mixed with 100 mL of ethanol and this
mixture was incubated at 25 ° C in a rotative shaker at 115 rpm for 24 hours. This
extraction process was repeated three times with the removal of the ethanol
through decantation, and addition of 100 mL fresh ethanol. The ethanol from all
extractions was combined and the solvent was removed in a rotative evaporator

at 40° C. The dried extracts were maintained at 4 ° C in the dark.

2.6.2. Antioxidant activity

Antioxidant activity of the mushrooms was measured with the ethanol
extract, with two methods: DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), with the ethanol extracts at the
concentrations varying from 2.5 to 12.5 mg mL™". Trolox, at concentrations
varying from 0.0025 to 0.25 mg mL™", was used as a standard for both methods.

The capacity to DPPH radical scavenging was conducted according to the
method described by Hatano et al. (1988) with modifications. The extract (0.3mL)
was mixed with 2.7mL of a solution of methanol with radicals’ DPPH (6 x 10~°mol
L~ "). This mixture was shaken in an orbital shaker and left to stand for 60 minutes
at room temperature in the dark (until it reached stable absorbance values). The
reduction of the radical DPPH was measured through continuous monitoring of
reduction of absorption at 517 nm in a spectrophotometer (Genesys 10UV,
Thermo Electron Corporation). The effect of DPPH elimination was calculated as
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the percentage of discoloration of DPPH, with the following equation: [(AbppPH -
As) / AbppH] x 100, where: As is the absorbance of the solution when the sample
extract was added, and AorpH is the absorbance of the DPPH solution. The
concentration of the sample methanolic extract which promoted 50% inhibition
(ECs0) was determined based on the graph of the capture effect percentage
against the extract concentration in the solution.

The determination by the method ABTS described by Sanchez et al.
(2007), with absorbance measured at 734 nm in a spectrophotometer (Genesysm

10UV, Thermo Electron Corporation).

2.6.3. Detection of different groups of phenolic compounds

The total phenols derived from the acid hydroxycinnamic and contents of
flavonols were determined, in triplicates, with the methanol extract in the
concentrations of 2.5 and 12.5 mg mL™", according to the method described by
Boulanouar et al. (2013). The data were expressed as equivalents: gallic acid
(GAE) g' extract for total phenols, caffeic acid (CAE) g™' extract for

hydroxycinnamic acid derivatives and Quercetin (QE) g™ extract for flavonols.

2.7. Metabolic analysis

2.7.1. Sample preparation and spectrum acquisition

An aliquot of 10 mg each methanol extract was dissolved in 0.6 mL of
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) prepared with D20 and 0.5 mM TMSP-d4. The
samples were added to a 5 mm NMR tube for immediate acquisition. The spectra
were acquired using an Agilent DD2 500 MHz or Varian / Agilent Inova® 600 MHz
spectrometer (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) equipped with a
cold triple resonance probe at 25°C. The acquisition of *H-NMR spectra was
performed with 256 collected scans and 32 K data points in a spectral width of
8,000 Hz. A relaxation delay of 1.5 s was incorporated between the scans, during
which a field of continuous water pre-saturation radio frequency (RF) was applied

to eliminate the residual water signal. The 3C NMR spectra were acquired with
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30,000 scans collected with 65 K data points over a spectral width of 31250 Hz
and a relaxation delay of 3.0 s.

2D NMR spectra *H-'H-COSY were acquired using a spectral width of 8,000
Hz and 256 increments with 24 complex 2k point transients for each free induction
decay. 2D NMR spectra of 'H-13C HSQC were recorded with a spectral width of
8,000 Hz x 25133 Hz. 512 increments were acquired with 24 complex 2k point
transients. In both 2D NMR spectra, such as *H NMR spectra, a relaxation delay
of 1.5 s was incorporated between the water pre-saturation radio frequency scans

to eliminate the water signal.

2.7.2. Quantification of metabolites

NMR spectral data were processed using NMR Suite software version 8.1
(Chenomx Inc ™ Edmonton, AB, Canada). The processor module of this
software was used to adjust the spectral phase and the baseline corrections. A
0.5 Hz line magnification function was used to reduce signal noise and facilitate
adjustment of the metabolite signals at spectral peaks. The water signal was
suppressed and the spectra were calibrated using the TMSP-d4 reference signal
as 0.5 mM. The spectra were transferred individually to the Profiling module of
this software to determine the metabolic profile of each group. Thereafter, the
metabolites were identified and their concentrations were measured. The
metabolite concentration data was exported to Excel® (Microsoft Office ™ 365)
and normalized. The ¥C NMR, 'H-'H COSY, and 'H-3C HSQC spectra were

used to confirm the identity of the metabolites.

2.8. Determination of mineral elements

The dried and triturated mushrooms were weighed and 0.100 + 0.001 g of
each sample was digested with concentrated nitric acid (65 % nitric acid, Merck)
and hydrogen peroxide (29% hydrogen peroxide, Synth). The samples were
filtered through filter paper (125 mm) and diluted with distilled water to a final
volume of 50.0 mL (Silva et al., 2009). Each treatment was processed with five
replications. Nitrogen (N) content was determined by the Micro-kjeldahl method,
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as described in AOAC (2000). For macro and micro elements, a micro-wave

induced plasma atomic emission spectrophotometer with a robust nitrogen

plasma (Agilent, model MP-AES 4200) was used.

2.9. Statistical analysis

The data referring to the production of P. ostreatus were compared by

analysis of variance (ANOVA) or compared by the Tukey test at the level of 5%

probability. The metabolomics data were normalized and loaded into the

computer program MetaboAnalyst 5.0, an analytical channel for metabolomics
studies (www.metaboanalyst.ca) (XIA; WISHART, 2011). The data were

submitted to multivariate statistical analysis, which included Partial least squares

discriminant analysis (PLS-DA), Variable importance in projection (VIP) scores,

Hierarchical Cluster Analysis (HCA), and correlation analysis.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Parameters of P. ostreatus cultivation

The in vitro growth of P. ostreatus in the formulated substrates showed
variations between the strains (WH, PLO 04, and BH). Strains BH and WH
presented greater development and vigor, and were selected for the following
studies for mushroom production in the different substrates. Production
parameters, nutritional characteristics, antioxidant activities, and bioactive
compounds were studies in the P. ostreatus mushrooms.

There were no significant differences between the sources of
supplementation and the different P. ostreatus strains, for spawn run and
substrate colonization, which varied between 16 and 18 days. However, for
primordial formation, biological efficiency and yield, only the WS strain showed
superior results. The substrates with sisal wastes (SW) supplemented with
CAP (treatment SRCAP) and WB (treatment SRWB) showed the best results
for initial primordial formation (IPF) (25 days), biological efficiency (BE) (78.25
and 73.25 %), and vyield (196.25 and 195.25 g kg?) for SRCAPWH and
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SRWBWH, respectively, in comparison to substrate without supplementation
(treatment SRWH), in which the primordial formation initiated after 32 days of
substrate inoculation, and BE was 59.5 %. However, the greatest productivity
was obtained in the treatment with SRWBWH (0.48 g day!), with values
greater than those observed for SRCAPWH (0.37 g day?!) and SRWH (0,17 ¢
dial) (Table 1).

Table 1. Spawn run, initial primordia formation (IPF), biological efficiency (BE), yield and
productivity of different strains of P. ostreatus (White Hiratake - WH and Black Hiratake
- BH), in substrates with sisal residues (SR) supplemented with cocoa almond peels
(CAP), or wheat bran (WB) or without supplementation (NS).

Supplementation

Parameters* Strains Ccv
CAP WB NS
WH 18.00bA 16.25bA 20.00aA
Spawn run (days) 4,64
BH 17.75bA 16.75bA 20.20aA
WH 25.60bB 25.60bB 32.20aA
IPF (days) 10,96
BH ND** 35.20bA 45.90aA
WH 78.25aA 73.25aA 59.50bA
BE (%) 12,58
BH ND* 5.25aB 9.25aB
_ WH 196.25aA  195.25aA  163.75bA
Yield (g kg™) 11,67
BH ND* 14.75aB 25.00aB
Productivity WH 0.37bA 0.48aA 0.17cA 01 77
(g day?) BH ND* 0.23aB 0.08bB ’

Means followed by the same small letters in lines, and capital letters in columns do not differ
statistically by the Tukey teste, at 95% probability. **ND — Not determined

For strain BH (Pleurotus ostreatus - Hiratake black) there was no formation
of primordia and mushrooms in the substrate supplemented with CAP (treatment
SRCAPBH). Supplementation with WB (SRWBBH treatment) had no difference
for BE, yield, and productivity of mushrooms, in comparison with the production
of mushrooms in the substrate without supplementation.

The lowest period for IPF, and greater BE, yield, and productivity were obtained
with strain WH, independent of the source of substrate supplementation (Table
1).

In this work, substrate colonization was greater in the substrates with
supplementation, regardless of the source of supplementation and P.
ostreatus strain, when compared to the substrate without supplementation
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(Table 1). Substrate colonization is affected by the chemical composition and
structure of the growth substrate (Koutrotsios, Mountzouris, Chatzipavlidis &
Zervakis 2014), as well as fungal genetic factors (Koutrotsios, Kalogeropoulos,
Stathopoulos, Kaliora & Zervakis 2017) which are important for mycelium
growth and formation of mushrooms (Tripathy & Sahoo, 2010).

Wheat bran is a very common organic supplement used with
lignocellulosic substrates for growth of P. ostreatus (Wang, Sakoda & Suzuki,
2001; Tesfay, Godifey, Mesfin & Kalayu, 2020). Nevertheless, SR supplemented
with CAP promoted good production of P. ostreatus mushrooms for strain WH,
which shows its potential as a good supplementation, that can substitute WB for
cultivation of this strain of P. ostreatus (Oster mushroom). However, for strain
BH, supplementation with CAP was not effective in promoting the formation and
growth of mushrooms, and is therefore not recommended, while WB promoted
the formation of mushrooms, but with very low BE, either with or without WB
supplementation, which makes it inappropriate for production of this P. ostreatus
strain (Table 1). For the WH strain, the nutritional requirements of the substrate
and new temperature conditions for growth and fruiting need further investigation.

The partial least square discriminant analysis (PLS-DA) between the
nutritional characteristics of sisal residue, the supplementations (CAP and WB)
and their combinations indicated that the variables explained 68.1 % of the
variations observed within components 1 (59.7%) and 2 (8.4%) (Figure 1). All
substrate components and their combinations were grouped separately,
indicating good reproducibility of the results. The PLS-DA model shows that the
supplementations and sisal waste groups are separated within the first and
second components, indicating significant differences in the bromatology and
nutritional characteristics amongst these groups. However, the treatments with

supplementation did not present significant differences.
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Figure 1. Important features identified by Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-
DA) (Graph A) and Variable Importance in Projection (VIP) scores (Graph B). A VIP score is
a measure of a variable’s importance in the PLS-DA model. It summarizes the fifteen most
important nutritional characteristics of CAP, WB, and RS and their combinations identified by
PLS-DA, and the contribution those variables make to a model. The colored boxes indicate
the concentrations of each variable in the substrate. VIP is the pondered sum of the squared
correlations between the PLS-DA components and the amount of variable Y explained in each
dimension. * MM = Mineral matter; MO = Organic matter; EE = Ether extract; C/N =
Carbon/Nitrogen ratio.

According to VIP values from PLS-DA (Figure 1), mineral matter, cellulose,
organic matter, and protein content are the four most important characteristics,
and these with C/N ratio, Ca, lignin, Mg, Al, Fe, N, P, hemicellulose, K, and ether
extract (fat) are the fifteen most important characteristics of SW, CAP, WB, and
their combinations as substrates for mushroom growth. Wheat bran (WB), cocoa
almond peels (CAP), and sisal residue (SR) have very distinct characteristics, but
SR supplemented with either one (CAP or WB) formed the same group. These
substrates with supplementation gave higher BE and yield of isolate BH because
of the higher contents of cellulose, protein, mineral matter, organic matter and
mineral nutrients. These characteristics are essential for enzyme activity and
energy supply for mycelium growth, primordia formation and production of
mushrooms, allowing for early completion of the production cycle (Zhang et al.,
2014; Bellettini et al., 2019; Mahari et al., 2020).

Most supplements used for mushroom production are based on
compounds rich in N, because lignocellulosic substrates have low levels of
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protein (Carrasco et al.,, 2018). The sisal residue has a high C / N ratio and
mineral content (figure 1), which are factors that affect the production of the
fruiting body, as it is related to the availability of nutrients for the fungus, which in
turn affects mycelium growth and substrate colonization (Bellettini et al., 2019;
Ritota & Manzi, 2019).

The substrate levels of cellulose, hemicellulose and lignin also affect BE
and production of P. ostreatus (Chukwurah et al., 2013; Owaid, Abed & Nassar,
2015). However, lignin is not a source of energy for the primary metabolism of
fungi. Its decomposition results in the release of cellulose and hemicellulose,
which are compounds rich in energy (Guerriero, Hausman, Strauss, Ertan &
Siddiqui, 2016). Cellulose and mineral nutrients were increased and C/N ratio
was lowered with the supplementation with WB or CAP (Supplementary figure
S1), which according to Miles & Chang (2004), stimulates growth and fruiting
body production of P. ostreatus. In fact, the greatest values of BE were observed
for the treatments SRCAPWH (78.25 %) and SRWBWH (73.25 %). Muthangya,
Mshandete, Amana, Hashim, & Kivaisi, (2014) reported EB of 62,9 % for
Pleurotus sp. in waste from sisal leaves and stems supplemented with caw
manure. Other authors have described for Pleurotus spp. CM (31 to 38 days) and
EB (35.47 to 71.56 %) (Sardar et al., 2017), CM (39 to 48 days) and EB (45.1 to
137.6 %) (Zahid et al., 2020), CM (30 to 55 days) and EB (66.08%) (Hoa, Wang
& Wang, 2015), demonstrating variations in production parameters as a function

of strains of Pleurotus ostreatus and substrate characteristics.

3.2. P.ostreatus mushrooms and their metabolites

The nutritional characteristics and the presence of metabolites in the
produced mushrooms, which promote several health benefits for consumers, are
desirable properties which make several mushrooms appreciated as functional
foods. In the present work, nutrient contents as well as primary metabolites of
both strains of P. ostreatus mushrooms were studied in order to gain knowledge
on the effects of substrate supplementation with CAP and WB. However, strain
BH of P. ostreatus did not produce mushrooms in the substrate with CAP. The
partial least square discriminant analysis shows clear differences between the P.

ostreatus strains and substrate supplementation (Figure 2). For strain WS, the
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characteristics of the mushrooms were very distinct according to each growth
substrate, and the parameters responded for 84.4 % of the variations observed,
being 34.4 % for component 1 and 50 % for component B (Figure 2A). For strain
WH, again there was a clear distinction in the mushroom’s characteristics,
depending on the growth substrates, with component 1 responding for 80.5 % of
the variations, and component 2 responding for 3. 4 % of the variation, with a total
of 83.9 % of the evaluated parameters responding for mushrooms nutritional and
metabolite composition (Figure 2C). When both strains were compared with
regard to fruiting body characteristics for those produced in substrates without
supplementation and with WB, there was also a clear distinction depending on
the growth substrate and the strain, with 62.8 % of the variations being explained
by the variables, with 38.7 % for component 1 and 24.1 % by component 2 (Figure
2E).
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The Variable Importance in Projection (VIP) values show clear differences
in the composition of the mushrooms produced in the substrates and for the
different fungal strains. The VIP analysis indicates a total of 35 characteristics,
amongst the metabolites and mineral nutrients, as well as biological efficiency
and yield, as the most important ones that determine the composition of P.
ostreatus mushrooms for strain WH: betaine, methionine, glycine, threonine,
alanine, tyrosine, isoleucine, xanthine, leucine, valine, serine, uracil, isobutyrate,
glycerol, fumarate, carnitine, 1-methylnicoti, trehalose, mannitol, fructose, UDP-
N-acetylgl, succinate, malate, pyroglutamate, sn-Glycero-3-p, flavonols, total
phenolic compounds (TPC), proteins, biological efficiency, yield, energy, Na
(mg/g), K (mg/g), Ca (mg/g), Fe (mg/g) (Figure 2B). For strain BH the following
characteristics were identified as being the most important: phenylalanine, ashes,
lactate, sn-Glycero-3-p, UDP-N-Acetylgl, lipids, HCAD, Fe (mg/g), TPC,
flavonols, fibers, proteins, energy, P (mg/g), K (mg/g), Mn (mg/g), Ca (mg/g), Mg
(mg/qg), Zn (mg/g) e Na (mg/qg) (Figure 2D). On the other hand, for the comparison
between the P. ostreatus strains, 15 characteristics were the most important:
phenylalanine, lysine, trimethylamine, malate, sn-Glycero-3-p, trehalose,
mannitol, Na (mg/g), Ca (mg/g), Mg (mg/g), energy, carbohydrates, Productivity,
biological efficiency, and yield (Figure 2F). All these characteristics are related to
yield, bromatology, mineral nutrients, amino-acids, purines, organic compounds,
vitamins, and other compounds involved in the metabolism of the fungus (Figure
2).

3.2.1. Metabolites and correlation with biological efficiency for P. ostreatus

A correlation analysis was performed between BE and the 25 main
possible associations of data from production parameters and the analyzed
compounds in P. ostreatus mushrooms. The heat map shows significant
differences for most metabolites amongst the different group treatments,
especially for the amino-acids and the nutritional composition (Figure 3). Positive

correlations were observed between the production of mushrooms of the two
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strains of P. ostreatus in the different substrates and the compounds present in
the mushrooms.

The correlation analysis for BE of strain WS produced in the substrates
with the supplementations showed a strong positive correlation for protein
content, energy, fibers. Carbohydrates, lipids, minerals (Ca, P, and Mpg),
antioxidant activity (ABTS), amino-acids (tryptophan and aspartate), vitamin B5
(Pantothenate) and the following metabolites: nicotinurate, carnitine, succinate,
trimethylamine N-o, UDP-N-Acetylglucosamine, trehalose (Figure 3A), which are
metabolites involved in the energy metabolism (Barros, Venturini, Baptista,
Estevinho, & Ferreira, 2008). A negative correlation was observed for the
following metabolites: formate, malate, S-Adenosylhomocysteine, and flavonols.
On the other hand, strain BH showed positive correlation with the following
metabolites: uracil, valine, and hypoxanthine, and a negative correlation for
carbohydrates. A total of 18 amino-acids were detected in the mushrooms
produced in the different supplemented substrates (Figure in the supplementary
data S2)
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A comparison of the mushrooms produced by the two P. ostreatus strains in
the substrate with and without supplementation with wheat bran, given by the
PLS-DA, VIP analysis (figure 2) and the heat map (Figures 3, 4, and 5), showed
significant variations in the concentrations and the number of metabolites present
in the mushrooms of the two strains, for the different substrates. Strain WH,
independent of the supplementation, presented a greater number of metabolites
in comparison to strain BH.

Primary metabolites, especially amino-acids, polysaccharides, lipids and
other metabolites, can affect the biosynthesis of materials necessary for fungal
growth and development (Liu et al., 2019). All essential amino-acids (methionine,
threonine, leucine, isoleucine, valine, leucine, phenylalanine, lysine, tryptophan,
and histidine), and some non-essential ones (glycine, alanine, tyrosine, xanthine,
proline, serine, glutamine, aspartate, and betaine), plus sugars (fructose,
trehalose, and mannitol), and other metabolites (succinate, malate, Isobutyrate,
glycerol, uracil, 1-methylnicoti, carnitine, pyroglutamate, and fumarate) were
detected in BH strain. However, the mineral elements (Mg, Zn, Fe, P, Ca, K, Na,
and Mn) were predominant in the BH strain, as compared to the WH strain (Fe,
Ca, K e Na). In addition, the mushrooms of strain BH produced in the substrate
with CAP presented greater concentrations of the amino-acids Serine, Alanine,
Xanthine, Isoleucine, Threonine, Leucine, Glycine and Valine, as compared to
the treatments with WB and without supplementation, indicating that
supplementation with CAP promoted an increase in protein synthesis, even
though CAP presented only 8,97 % of protein, compared to WB with 15,39 % of
protein.

The metabolites of P. ostreatus grown on different sisal wastes,
supplemented with WB and CAP, contained sugars, such as fructose, mannitol
and trehalose among the constituents of the tested mushrooms, which coincided
with previous studies (Zhou, Ma, Zhang, & Zhang, 2016; Liu et al., 2019). Sugars
have great effects, not only in the metabolism of cellular energy, but also in the
formation of structural polysaccharides and protection of cells from environmental
stresse. (Yang et al., 2019). Studies have shown that mushroom polysaccharides
have a variety of biological activities, such as: anti-tumor, antioxidant, anti-
inflammatory, hypoglycemic, hypolipidemic, liver protection, immune system
enhancement (Gong, Wang, Liu, Chen, Yang, Chang & Chen, 2020). Pleurotus
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sp. cultivated in residues of Agave sisalana produced mushrooms with high
content of phenolic compounds, (-carotenes, essential minerals, and had
antioxidante activity ((Muthangya, Mshandete, Amana, Hashim, & Kivaisi, 2014).
CAP has high levels of fiber and polyphenols which are compounds with
biofunctional properties. The protein content of CAP varies between 7.30 % and
27.40 % of its dry weight, and it is considered as a source of highly soluble
proteins (Rojo-Poveda, Barbosa-Pereira, Zeppa & Stévigny, 2020). These
variation in the fruiting body composition were expected since they are directly
affected by the materials used for the formulation of the substrates, as well as by
the fungus genetics, stage of fungal development, as well as the treatments
before and after harvest (Koutrotsios, Kalogeropoulos, Stathopoulos, Kaliora &
Zervakis, 2017; Tagkouli et al., 2020).

Functional foods are a source of nutrients and have positive effects on
human health (Krakowska et al., 2020), and P. ostreatus mushrooms accumulate
several compounds with health promoting properties, and can be used to
supplement human diet (Poniedziatek et al., 2017). The different functions of
these mushrooms can be closely associated with their nutritional composition
(proteins, fats, carbohydrates, vitamins, minerals and amino acids). These data
are a desirable choice to analyze the functions of mushrooms (Liu et al., 2019).

The amino-acids present in P. ostreatus mushrooms, especially the essential
ones, are important for human nutrition, since they are involved in several
biochemical pathways that affect physiological activities, such as growth,
metabolism, regulation of pH, signal transduction and stress responses that can
act in repairing human metabolic functions essential for health (Murakami et al.,
2012; Hausler, Ludewig & Krueger, 2014.). The amino-acids give P. ostreatus its
flavor (Ming, Li, Huo, Wei, & Chen, 2014) and this mushroom is a source of
essential amino-acids for human diet (Carrasco-Gonzalez, Serna-Saldivar,
Gutiérrez-Uribe, 2017) These mushrooms as considered as functional foods, and
are used as row material for the development of functional food (Zhang,
Venkitasamy, Pan & Wang, 2013). Several studies have reported the presence
of essential amino-acids in mushrooms (Liu et al., 2016; Jin, Li, Ren & Qin, 2018).
Segundo, Carrasco-Gonzélez, Serna-Saldivar & Gutiérrez-Uribe, (2017), and the
content of these amino-acids in P. ostreatus meet the nutritional requirements for

human adults. These authors pointed out that the use of substrates with bioactive
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compounds or mineral supplementation are some strategies to increase the
nutraceutical value of P. ostreatus mushrooms.

Yamauchi et al., (2019), reported greater contents of amino-acids in P.
ostreatus cultivated in substrate formulated with bamboo straw, in comparison to
the use of wood straw. The increase in the contents of amino-acids in P. ostreatus
mushrooms was also shown by Li, Zhang, Li, Li & Sun, (2017), with substrates
formulated with stems from medicinal plants.

A greater content of mineral elements was detected in BH strain in substrate
supplemented with WB, in comparison with substrate non supplemented and to
the WH strain. The highest concentration of mineral elements in the mushrooms
was for K, followed by P> Mg>Ca>Mg>Na>Mn>Zn>Fe in a decrescent order of
concentration. According to do Kalac, (2013) mushrooms tend to have high
guantities of K. Genetic factors of the fungus, but mainly substrate composition,
are the main factors that respond for the variation in the mineral elements in the
mushrooms (Koutrotsios, Kalogeropoulos, Stathopoulos, Kaliora & Zervakis,
2017; Krakowska et al., 2020). Both supplements (WB and CAP) have high
contents of K, P, and Mg, and RS has a high content of Ca (Supplementary figure
S1), which are elements that can be absorbed from the substrate by the fungal
hyphae (Bellettini et al., 2019).

The mineral composition of different species of Pleurotus varied between 4
to 10 % of its dry weight matter (Deepalakshmi & Mirunalini, 2014). These
contents of mineral elements in mushrooms of different strains of mushrooms
produced in china and Polonia were also reported by Mleczek et al., (2016), and
by Sardar et al. (2017) for the minerals P, K, Ca, Mg, Zn, in the king oyster
(Pleurotus eryngii) mushroom. SINGH et al., (2020) also described high levels of
minerals such as K, Zn, Fe, Cu, and Se in mushrooms of P. ostreatus.

The macroelements reported in this work are also similar or greater than
those reported by Jinet al., (2018) that described K (19,496 —20,388 mg kg*)>
Mg (1271-1754 19,496 —20,388 mg kg™1)> Na (615-1093 19,496 —20,388 mg kg
1> Ca (391-821 19,496 —20,388 mg kg™?) in P. ostreatus produced in wastes of
corn cobs supplemented with medicinal plant wastes.

Metabolites Isobutyrate, Glycerol, Uracil, 1-Methylnicoti, Pyroglutamate,
UDP-N-Acetylgl, Succinate, sn-Glycero-3-p and carnitine were present in the

mushrooms of P. ostreatus. Carnitine promotes weight loss in humans, because
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of its activity as a transporter of long chain fatty acids to mitochondria and its
consequent oxidation, being directly related to fat metabolism (Novakova et al.
2016). The oyster mushroom grown in medium with wheat bran showed higher
levels of L-carnitine than mushroom grown in normal medium (Lee et al., 2018).

The presence of essential amino-acids and mineral elements in P. ostreatus
mushrooms indicates that sisal residues and supplementation with CAP can be
a good alternative for mushroom production with the recycling of wastes that are
disposed in the environment and the development of food with important

nutritious and nutraceutical values.

4. CONCLUSIONS

Mycelial growth and mushrooms production of Pleurotus ostreatus responded
well to the chemical composition of the growth substrate, with different behavior
between both strains. The substrate with sisal residues supplemented with wheat
bran or cocoa almond peel waste promoted better growth, with precocity, better
biological efficiency, yield, and productivity, antioxidant activity, chemical
properties and production of primary metabolites for white Hiratake strain of P.
ostreatus.

Mushrooms of white Hiratake produced in substrate with sisal residues and
cocoa almond peel residue presented all essential amino-acids. This cocoa
residue can be used for the supplementation of P. ostreatus growth substrates
formulated with sisal residues.

The substrate with sisal residues, with or without supplementation, in the
formulations tested in this work, is not recommended for production of black
Hiratake because of the very low biological efficiency and yield of mushrooms.
Studies with different formulations of these residues and supplements should be

carried out for the production of black Hiratake.
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Capitulo 2

NUTRICAO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE Pleurotus
ostreatus PRODUZIDO EM RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE
DENDE E CACAU?

1Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico

Bioresource Technology, em versao na lingua inglesa.
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Nutricdo e atividade antioxidante de Pleurotus ostreatus

produzido em residuos agroindustriais de dendé e cacau

Autora: Cristiano Oliveira do Carmo
Orientadora: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

Resumo: A geracdo de grandes quantidades de residuos lignocelulésico e seu
descarte sédo problemas enfrentados no setor agroindustrial no Brasil e ao nivel
mundial. A producéo de Pleurotus ostreatus permite a bioconversao de residuos
agricolas em cogumelos com elevado valor nutricional e propriedades
nutracéuticas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o residuo do dendé (RD),
suplementado com tegumento da améndoa do cacau (TAC), no crescimento,
producdo, atividade antioxidante, composi¢cdo nutricional e metabdlica dos
corpos de frutificacdo de P. ostreatus. Foram avaliadas duas linhagens de P.
ostreatus: Hiratake branco (HB) e Hiratake preto (HP), em substrato formulado
com RD e suplementado com 20% de farelo de trigo (FT) ou 20% de TAC e um
tratamento sem suplementacdo. Foram avaliados o crescimento micelial (CM),
eficiéncia biolégica (EB), rendimento (REND), caracteristicas nutricionais,
atividade antioxidante e metabolitos presentes nos corpos de frutificacdo de P.
ostreatus. A suplementacao nao teve efeito no CM de ambas as linhagens de P.
ostreatus. Entretanto, a maior EB (105,75 e 82,25%) e REND (354,50 e 313,00
g kg?') foram obtidos nos substratos com suplementacdo de FT e TAC,
inoculados com a linhagem HB. Os melhores valores de EC50 pelo método
DPPH foram obtidos nos cogumelos produzidos no substrato com RD e TAC,
independente do isolado avaliado (5,30 a 7,09 mg mL™?). O contetdo de proteina
(28,01%), carboidratos (38,01%), fibras (24,41%), minerais (7,07%), energia
(294,80 Kcal) e aminoécidos (lisina, treonina, valina, triptofano, tirosina) foram
maiores nos cogumelos da linhagem HP, independente do tipo de
suplementacdo. Contudo, as maiores concentracbes dos metabolitos,
principalmente xantina e carnitina, foram determinadas na linhagem HP
produzida no substrato sem suplementacdo. Os substratos com RD,
suplementado com FT e TAC, proporcionam aumento da producgao da linhagem
HB e atividade antioxidante e teores dos minerais P, K, Mn, Fe e Zn das duas
linhagens de P. ostreatus, mas nado favoreceram a concentracdo de metabdlitos
nos corpos de frutificagcao das diferentes linhagens.

Palavras chaves: Elaeis guineenses; Cogumelo ostra; residuo lignocelulésico;

Theobroma cacao e bioconvengao.
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Nutrition and antioxidant activity of Pleurotus ostreatus
produced in agro-industrial residues of palm oil and cocoa

Author: Cristiano Oliveira do Carmo
Adviser: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

Abstract: The generation of large quantities of lignocellulosic waste and its
disposal are problems faced in the agro-industrial sector in Brazil and worldwide.
The production of Pleurotus ostreatus allows the bioconversion of agricultural
residues in mushrooms with high nutritional value and nutraceutical properties.
The objective of this work was to evaluate the palm oil residue (PR),
supplemented with cocoa almond peel (CAP), in growth, production, antioxidant
activity, nutritional and metabolic composition of the fruiting bodies of P.
ostreatus. Two strains of P. ostreatus were evaluated: white Hiratake (WH) and
black Hiratake (BH), on substrate formulated with PR and supplemented with
20% wheat bran (WB) or 20% CAP and a treatment without supplementation.
Mycelial growth (MG), biological efficiency (BE), yield, nutritional characteristics,
antioxidant activity and metabolites present in the fruiting bodies of P. ostreatus
were evaluated. Supplementation had no effect on the MG of both strains of P.
ostreatus. However, the highest BE (105.75 and 82.25%) and yield (354.50
313.00 g kg') were obtained with the substrates supplemented with WB and
CAP, inoculated with the WH strain. The best EC50 values by the DPPH method
were obtained in mushrooms produced on the substrate with PR and CAP,
regardless of the isolate evaluated (5.30 to 7.09 mg mL"1). The content of protein
(28.01%), carbohydrates (38.01%), fiber (24.41%), minerals (7.07%), energy
(294.80 Kcal) and amino acids (lysine, threonine, valine, tryptophan, tyrosine)
were higher in mushrooms of the BH strain, regardless of the type of
supplementation. However, the highest concentrations of metabolites, mainly
xanthine and carnitine, were determined in the BH line produced on the substrate
without supplementation. The substrates with PR, supplemented with WB and
CAP, provide increased production of the WH line and antioxidant activity and
levels of the minerals P, K, Mn, Fe and Zn of the two lines of P. ostreatus, but do
not favor the concentration of metabolites in the fruiting bodies of the different
strains.

Key words: Elaeis guineensis, Oyster mushroom, lignocellulosic residue,

Theobroma cacao and bioconvention
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1. INTRODUCAO

A geracdo de grandes volumes de residuos organicos, atualmente
rotulados como biomassa residual, vem sendo um dos principais problemas
enfrentados pela agroindustria. Os residuos da producédo agroindustrial mais
abundantes e de dificil utilizacdo sdo os de natureza lignoceluldsica (VASQUEZ
et al., 2019).

O Estado da Bahia é produtor das culturas do dendé (Elaeis guineenses
Jacq.) que é uma palmeira com elevado rendimento de 6leo por area de cultivo,
constituindo-se como uma fonte potencial de energia renovavel (CHIN et al.,
2013; BICALHO, BESSOU & PACCA, 2016) e o cacau (Theobroma cacao L.),
conhecido mundialmente por suas sementes que sdo a matéria prima para a
fabricacdo do chocolate (KONGOR et al., 2016). Os principais produtos com
valor econdmico dessas culturas sé@o os 0leos extraidos no fruto e sementes do
dendezeiro (BICALHO, BESSOU & PACCA, 2016) e as sementes do fruto do
cacau, normalmente chamadas de améndoas ou grédos de cacau (OKIYAMA,
NAVARRO & RODRIGUES, 2017). Entretanto o beneficiamento dessas culturas
gera uma grande quantidade de residuos lignocelulésicos. Na cultura do dendé,
para cada tonelada de cacho beneficiado sdo gerados cachos de frutos vazios
(23%), fibras do mesocarpo (15%) e casca das sementes, oriundo da extracao
do 6leo de palmiste (6%) (ANYAOHA et al., 2018). Na cultura do cacau, além do
residuo oriundo da extracdo das sementes do fruto, no processo de
beneficiamento das améndoas é gerado o tegumento da améndoa do cacau
(TAC) juntamente com o embrido, antes ou depois da torrefacdo (ROJO-
POVEDA et al., 2020).

Esses residuos séo pouco utilizados para fins produtivos, acumulando nas
unidades de processamento, causando sérios problemas com o descarte, riscos
de incéndio e contaminacdo do solo e das aguas subterraneas, devido a
liberagdo de compostos fenodlicos (ARLORIO et al., 2005; NAN et al., 2018).
Entretanto, a caracteristica lignoceluldsica desses residuos tem despertado o
interesse para a sua utilizacdo na producédo de cogumelos comestiveis (SAIDU,
SALIM & YUZIR, 2011; NAM et al., 2018).
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Os cogumelos comestiveis tém sido tradicionalmente usados como
alimentos nutracéuticos em muitos paises (BOONSONG et al. 2016; MA et al.,
2018) e tém atraido a atencdo por apresentarem uma importante fonte de
componentes naturais responsaveis pelo gosto umami (SUN et al., 2020). O alto
conteudo de aminoacidos, minerais, vitaminas, fibras e baixo teor de gordura
saturada, combinados com a alta digestibilidade da proteina fangica, tornam este
alimento saudavel (FINNIGAN et al., 2019). Além disso, possuem varias
propriedades bioativas, como atividades: antitumoral, antiparasitaria,
antidiabética, antimicrobianas (CORREA et al., 2016; CARRASCO-GONZALEZ,
SERNA-SALDIVAR & GUTIERREZ-URIBE, 2017; LIU et al. 2017), antioxidante
(KHATUN et al. 2015; KANDASAMY et al., 2019) e anti-inflamatéria (TAOFIQ et
al. 2016).

No Brasil, a producdo e consumo de cogumelos esta aumentando
rapidamente devido aos beneficios nutricionais e seu potencial na geracédo de
fonte de renda para pequenos e médios produtores (ZIED et al., 2019). Os
cogumelos do género Pleurotus tem se destacado, pois sédo eficientes na
degradacdo de substancias como a lignina, celulose e hemicelulose, devido a
producdo de varias enzimas (lacases, peroxidases de lignina, peroxidases de
manganés, xilanase, celulases ou celobiose desidrogenase) por esses fungos,
gue sdo responsaveis pela degradacédo de diversos residuos lignocelulésicos
(SANCHEZ, 2009). Estes fungos apresentam rapido crescimento e a sua
producéo exige baixo investimento de capital e habilidade técnica dos produtores
em diferentes regides do mundo (LAVELLI et al.,, 2018). Nesse sentido, o0s
cogumelos pertencentes ao género Pleurotus podem ter uma contribuicéo
valiosa para o0 meio ambiente, através da transformacgéo de residuos agricolas
em alimentos comestiveis com alto valor nutricional.

Tem-se dado uma atencdo especial aos cogumelos, devido ao grande
namero de substancias biologicamente ativas que podem ser utilizadas como
matéria-prima para a producdo de produtos funcionais, especialmente aqueles
com efeitos antioxidantes (CARRASCO-GONZALEZ, SERNA-SALDIVAR &
GUTIERREZ-URIBE, 2017; LU et al., 2018). Os cogumelos ostra Ss&o
promissores nesse aspecto, pois seus corpos frutiferos sdo ricos em
antioxidantes naturais (SALATA, LEMIESZEK & PARZYMIES, 2018).
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Considerando as caracteristicas dos fungos do género Pleurotus, em
termos de condigdes de crescimento e valor nutricional, medicinal, gastrondémico
e na industria alimenticia e de suplementos nutricionais, de seus corpos de
frutificacdo, o uso de residuo do processamento do fruto do dendé como fontes
de nutrientes para o crescimento deste fungo pode se tornar um processo
biotecnoldgico importante para a bioconversao da biomassa lignoceluldsica da
agroindustria do dendé em um alimento com elevado valor nutricional e
econdmico. Este processo ainda contribui com a reducdo dos impactos que
esses residuos causam ao meio ambiente, com insercdo na bioeconomia
circular, através do reaproveitamento desses residuos, com a geracdo de um
produto alimenticio com valor econdémico (CHANG & WASSER, 2017; SILVA et
al., 2020).

A pratica agronémica de suplementar nutricionalmente os substratos de
cultivo de cogumelos é rentavel por melhorar o rendimento e a qualidade dos
corpos de frutificagcdo (CARRASCO et al., 2018). A maioria dos suplementos
utilizados na producédo de Pleurotus spp. sdo ricos em minerais, proteinas e
aminoécidos, o que auxilia no seu crescimento e frutificacdo, reduzindo o tempo
de colonizacao do substrato e frutificacdo (BELLETTINI et al., 2019; RAMAN et
al., 2020). A substituicdo de suplementos comerciais por residuos locais como o
tegumento da améndoa do cacau (TAC) na suplementacdo do substrato
formulado com residuo de dendé para producdo de cogumelos apresenta-se
como uma estratégia promissora para converter esses residuos locais em
alimento altamente valorizado (TESFAW, TADESSE & KIROS, 2015; SILVA et
al., 2020).

Nessa perspectiva, o objetivo do trabalho foi avaliar: i) o potencial de
utilizacdo do TAC como suplemento ao substrato de crescimento de duas
linhagens P. ostreatus composto por residuos do dendé, em substituicdo ao
farelo de trigo; ii) avaliar a atividade antioxidante dos corpos de frutificagao
produzidos, e iii) quantificar e identificar a composi¢éo nutricional e metabdlica

do corpo de frutificagéo, para os diferentes substratos de crescimento utilizados.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Microrganismo e condic¢des de cultivo

Para a avaliacdo do crescimento micelial inicialmente foram utilizados trés
isolados de P. ostreatus, codificados como Hiratake Branco (HB), PLO 04 e
Hiratake Preto (SP). Os isolados HB e PLO 04 foram obtidos da colecdo de
fungos do Laboratério de Associacdes Micorrizicas do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigcosa — UFV e o isolado denominado
de Hiratake preto foi cedido pela empresa Nayumi Cogumelos de Mogi das
Cruzes - SP. Para o preparo do inoculo, fragmentos de micélio dos isolados
fungicos preservados pelo método Castellani, foram transferidos para placas de
Petri com meio batata, dextrose e agar (BDA) (BONONI et al., 1999). As placas
foram incubadas a temperatura de 25°C, durante sete dias. ApGs este periodo,

as culturas foram mantidas a 4°C até sua utilizacao.

2.2.Producéo de inoculo (spawn)

Sementes de sorgo (Sorghum bicolor) foram utilizadas como substrato
para o crescimento dos fungos. Os graos inteiros foram lavados e imersos em
agua por um periodo de 90 minutos na razdo de 2:1 (dgua: sorgo, volume:
massa). O excesso de agua foi removido com uma peneira de plastico de uso
doméstico e os graos foram envasados, colocando-se 100 g de sorgo em cada
frasco de vidro. Os frascos contendo o sorgo foram fechados com tampas
metalicas e esterilizados em autoclave a 121°C por 55 minutos. Apés a
esterilizacéo, cada frasco foi inoculado com 3 discos (5 mm de diametro) da
cultura de cada um dos isolados do fungo em meio BDA e incubado a 25°C,
durante 20 dias. Os graos colonizados pelo fungo s&do denominados de inoculo

semente (spawn).

2.3. Obtencéo, tratamento dos residuos agricolas e formulac&o dos

substratos

Os residuos oriundos da extracéo do 6leo de dendé (fibra do mesocarpo)

foram coletados em industrias de processamento do fruto do dendé no municipio
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de Valenca, Bahia, ensacados e imediatamente transportados para a unidade de
processamento de cogumelos da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
(UFRB). O tegumento da améndoa de cacau (TAC) foi coletado na regido Sul da
Bahia, em agroindustria de processamento da améndoa de cacau. O farelo de
trigo (FT) foi adquirido em uma casa de comercializacdo de materiais
agropecuarios.

O residuo de dendé (RD) foi tratado por imersdo em uma solucédo de 0,5
% de cal hidratado, porl2 h. O substrato foi formulado com o RD e 20% de TAC
ou 20% FT e o controle sem suplementacédo (100% residuo de dendé), todos

com 3 % de carvao vegetal moido.

2.4. Avaliacdo do crescimento micelial vertical em substrato

Para avaliagcdo do crescimento micelial vertical foram utilizados tubos de
ensaio de vidro com 22 cm de comprimento e 3 cm de diametro. Os substratos
como descrito anteriormente foram colocados nos tubos até atingir os primeiros
12 cm do comprimento, correspondendo a 28,5 g de substrato umido, e foram
esterilizados em autoclave a 121°C, durante 30 minutos. Cada tubo foi inoculado
na superficie do substrato com 1g de inoculo da cultura semente dos diferentes
isolados de P. ostreatus (Hiratake Branco, PLO 04, Hiratake preto). Os tubos
foram fechados com tampéo de algoddo e papel manteiga e incubados a
temperatura ambiente (25+2°C) na auséncia de luz. A avaliacdo do crescimento
micelial vertical foi realizada por medigcdo com uma régua (mm), a cada 24 horas
e foi finalizada quando o micélio fungico colonizou todo o comprimento do
substrato, em um dos seus tratamentos. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado com seis repeticdes.

2.5.Producéo de P. ostreatus em estufa de producéao de cogumelos

Para avaliar a producdo de P. ostreatus nos diferentes substratos, a
umidade de todos os substratos foi ajustada para 70% com a adicdo de agua
potavel. Os substratos foram transferidos para sacos de polietileno com filtro de
troca gasosa, contendo 2 kg de substrato (peso umido) em cada saco e estes
foram esterilizados em autoclave a 121°C, por 55 minutos. A inoculagcdo dos
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substratos procedeu-se com adicdo de 40 g de semente- inoculo por saco (2%
do peso do substrato) e estes foram transferidos para uma em sala de incubacéo,
com temperatura de 25 + 2°C e umidade relativa de 75 a 80%. Apos a total
completa colonizacéo do substrato, os sacos foram transferidos para a sala de
frutificacdo e submetidos a um choque térmico, por meio da reducdo da
temperatura do ambiente para 23+2°C, com o uso de sistema de nebulizacdo e
ventiladores, programados em sistema automatizado para serem ligados cinco
vezes durante o dia, com a duracdo de 3 minutos cada nebulizacéo e ventilacao
conjunta. Em seguida, foram feitos furos equidistantes nos sacos (21 furos por
saco), com um bisturi de aco inoxidavel, para a emissao dos corpos de
frutificagdo. A temperatura foi mantida a 25 + 2°C e a umidade entre 80 e 90%
na sala de frutificacédo até o fim da producéo.

As colheitas foram realizadas duas vezes ao dia, quando os cogumelos
apresentavam uma conformacéo do pileo quase plana, sendo este considerado
o ponto de colheita dos cogumelos. Apés a colheita os cogumelos foram pesados
em balanca analitica e em seguida foram secos em estufa de ventilacédo forcada,

modelo SL-102, na temperatura de 45°C, até atingirem peso constante.

2.6.Avaliagcao dos parametros de cultivo

Os parametros avaliados foram: duracéo do ciclo de cultivo (colonizacao,
formacdo dos primordios e producao de cogumelos), a precocidade definida
como o tempo decorrido entre o dia da inoculacdo e o dia de aparecimento dos
primordios, eficiéncia biolégica (EB), rendimento e taxa de rendimento (TR) de

cogumelos.

2.6.1. Eficiéncia biologica (EB)

A eficiéncia bioldgica, ou seja, a capacidade de bioconversao pelo fungo
do substrato seco em cogumelos frescos foi calculada com a seguinte equagéao:

EB (%)=massa fresca de cogumelo x peso seco inicial de substrato*100 (Royse
et al., 2004).
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2.6.2. Rendimento (R)

O rendimento expressa a capacidade de produgcao de cogumelos a partir
do substrato de cultivo, sendo calculado em gramas de cogumelo produzido em

um quilo de substrato.

2.6.3. Taxa de Rendimento (R)

Taxa de rendimento foi expressa como a razdo entre o peso total de

cogumelos frescos e o periodo de producao total em dias

2.7. Preparacdo do extrato metandélico dos corpos frutificacdo de P.
ostreatus para determinacdo da Atividade antioxidante, compostos

fenolicos e analise metabolémica

Para a preparacao dos extratos dos corpos de frutificacdo dos isolado HB
e SP, amostras secas e trituradas em moinho de faca tipo Willey foram
preparadas e a extracao realizada de acordo com o método de Mau et al. (2002),
com modificagbes. Foram utilizados 10 g de cogumelos triturados e a extracao
foi realizada com a adicdo de 100 mL de metanol, com agitacdo em um agitador
rotativo a 115 rpm e a temperatura de a 25 ° C, por 72 horas e este processo foi
repetido trés vezes por meio de decantagéo, remocéo e armazenamento da parte
liquida e a adicdo de 100 mL de etanol., e Os extratos das trés repeticdes do
processo de extracdo foram misturados e o solvente foi removido utilizando um
evaporador rotativo a 40° C. Os extratos secos foram armazenados no escuro a

4 ° C até a utilizacdo nas analises.

2.7.1. Atividade antioxidante

O potencial antioxidante dos corpos de frutificacdo de P. ostreatus foi
avaliado por duas metodologias, usando o extrato metandlico. Os extratos foram
diluidos em metanol e utilizados para a avaliagdo usando os métodos DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), nas
concentracdes variando de 2,5 a 12,5 mg mL™. O Trolox foi utilizado como
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referéncia para os dois métodos em concentracdes que variaram de 0,0025 a

0,25 mg mL™".

2.7.2. Eliminagao de radicais DPPH

A capacidade de sequestrar o radical livre de DPPH foi avaliada de acordo
com o método de Hatano et al. (1988), com modificacdes. A solucdo do extrato

(0,3 mL) foi misturada com 2,7mL de uma solucéo de metanol contendo radicais

DPPH (6 x 10”mol.L""). A mistura foi agitada em agitador orbital e deixada em

repouso durante 60 minutos, a temperatura ambiente (25 + 2 °C) no escuro (até
que foram obtidos valores de absorbancia estaveis). A reducéo do radical DPPH
foi medida por monitorizacdo da absorcédo a 517 nm (Genesys 10UV, Thermo
Electron Corporation). O efeito de eliminacdo do DPPH foi calculado como a
percentagem de descoloracdo do DPPH, utilizando a seguinte férmula: [(ApoppH -
As) / ApppH] x 100, em que As foi a absorbancia da solugéo quando o extrato da
amostra foi adicionado a um determinado nivel, e ApoppH foi a absorbancia da
solucdo DPPH. A concentracdo do extrato metandlico proporcionando 50% de

inibicdo (ECso) foi calculada a partir do grafico do efeito de captura de

porcentagem contra a concentracdo do extrato na solucéo.

2.7.3. Efeito dareducéo de radicais ABTS

O método ABTS foi realizado conforme descrito por Sanchez et al. (2007),
com base na capacidade de uma amostra inibir o radical ABTS. O efeito de
eliminacdo do ABTS foi calculado como a porcentagem de descoloracdo do
ABTS, usando a mesma férmula do método DPPH. O radical ABTS foi gerado
por reacdo quimica com persulfato de potassio (K2S20s). Foram adicionados 25
mL de ABTS (7 mmol L 1) e 440 pL de K2S20s (140 mmol L ), sendo a solucéo
mantida no escuro durante 12-16 h a temperatura ambiente, para formar o
radical. Um volume preciso dessa solucgéo foi diluido em etanol absoluto até uma
absorbéancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm (Genesysm 10UV, Thermo Electron

Corporation). Uma vez formado o radical, 2 mL da solucéo do radical ABTS foram
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misturados com 100 pyL de cada extrato metandlico e a absorbancia medida a
734 nm. O efeito de eliminacdo de ABTS e os valores de ECso foram calculados

de acordo com a metodologia citada anteriormente para o método DPPH.

2.7.4. Determinacao de diferentes grupos de compostos fendlicos

Os fenais totais, derivados do &cido hidroxicindmico e teor de flavonadis
foram determinados em triplicata de acordo com o método descrito por
Boulanouar et al. (2013). Em 1 mL do extrato metandlico (2,5 e 12,5 mg mL™)
foi acrescentado 1 mL de etanol aquoso (95% v/v) contendo acido cloridrico a
0,1% e 8 mL de acido cloridrico a 2%. A absorbancia foi medida a 280 nm para
determinar fendis totais, 320 nm para derivados do acido hidroxicinamico e 360
nm para o teor de flavonéis (Genesys 10UV, Thermo Electron Corporation). Os
resultados foram expressos como equivalentes de acido galico (GAE) g™ de
extrato para fendis totais, equivalentes de acido cafeico (CAE) g~! de extrato para
derivados de &acido hidroxicinamico e quercetina (QE) g! de extrato para
flavondis. As curvas de calibracdo seguiram a mesma metodologia aplicada aos
extratos metandlicos, com concentra¢des variando de 0,001 e 1 mM para acidos
gélico e cafeico e concentracdes de 0,001 a 0,5 mM para a quercetina.

2.8. Anélise metaboldomica

2.8.1. Preparacao de amostra e aquisi¢cao de espectros

Uma aliquota de 10 mg de cada extrato de metanol foi dissolvida em 0,6
mL de tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4) preparado com D20 e TMSP-d4 0,5 mM.
As amostras foram adicionadas a um tubo de RMN de 5 mm para aquisicao
imediata. Os espectros foram adquiridos usando um espectrometro Agilent DD2
500 MHz ou Varian / Agilent Inova® 600 MHz (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA, EUA) equipado com uma sonda de ressonancia tripla fria a 25°C. A
aquisicao de espectros de 1H-NMR foi realizada com 256 varreduras coletadas
e 32 K pontos de dados em uma largura espectral de 8.000 Hz. Um atraso de

relaxamento de 1,5 s foi incorporado entre as varreduras, durante o qual um
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campo de radiofrequéncia (RF) de pré-saturacdo de agua continua foi aplicado
para eliminar o sinal de &gua residual. Os espectros de 13C NMR foram
adquiridos com 30.000 varreduras coletadas com 65 K pontos de dados ao longo
de uma largura espectral de 31250 Hz e um retardo de relaxamento de 3,0 s.
Os espectros de RMN 2D 1H-1H-COSY foram adquiridos usando uma
largura espectral de 8.000 Hz e 256 incrementos com 24 transientes de pontos
complexos de 2k para cada decaimento de inducéo livre. Os espectros de RMN
2D de 1H-13C HSQC foram registrados com uma largura espectral de 8.000 Hz
x 25133 Hz. 512 incrementos foram adquiridos com 24 transientes de pontos
complexos de 2k. Em ambos os espectros de RMN 2D, como os espectros de
RMN de 1H, um atraso de relaxamento de 1,5 s foi incorporado entre as
varreduras de radiofrequéncia de pré-saturacdo de agua para eliminar o sinal de

agua.

2.8.2. Quantificacao de metabdlitos

Os dados espectrais de NMR foram processados usando software NMR
Suite versdo 8.1 (Chenomx Inc ™, Edmonton, AB, Canada). O mddulo
processador deste software foi usado para ajustar a fase espectral e as
correcbes de linha de base. Uma funcdo de ampliacdo de linha de 0,5 Hz foi
usada para reduzir o ruido do sinal e facilitar o ajuste dos sinais dos metabdlitos
nos picos espectrais. O sinal de agua foi suprimido e os espectros foram
calibrados usando o sinal de referéncia TMSP-d4 como 0,5 mM. Os espectros
foram transferidos individualmente para o médulo Profiling deste software para
determinar o perfil metabdlico de cada grupo. Posteriormente, os metabdlitos
foram identificados e suas concentracbes medidas. Os dados de concentracéo
do metabdlito foram exportados para Excel® (Microsoft Office ™ 365) e
normalizados. Os espectros de 13C NMR, 1H-1H COSY e 1H-13C HSQC foram
usados para confirmar a identidade dos metabdlitos.
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2.9.Determinacao dos elementos

As amostras dos cogumelos foram secas a 45 + 2°C durante 72 h em
estufa de circulacédo a 45°C forgcada e moidas em moinho de facas. Em seguida,
0,100 = 0,001 g de cada amostra seca foram digeridos com acido nitrico
concentrado (65% de &cido nitrico, Merck, Darmstadt, Alemanha) e peréxido de
hidrogénio. As amostras foram filtradas em papel filtros de @ 7,0 cm e diluidas
com agua deionizada até um volume final de 50,0 mL (SILVA et al., 2009). Cada
tratamento foi processado em 3 réplicas. Para a determinagcdo de macro e
microelementos utilizou-se o espectrometro de emissao atdmica com plasma
induzido por micro-ondas com base em um plasma de nitrogénio robusto da
Agilent, modelo MP-AES 4200. O teor de nitrogénio (N) foi determinado pelo
meétodo de Micro-kjeldahl, conforme metodologia AOAC (2000).

2.10. Andlise estatisticas

Os dados referentes a producdo de P. ostreatus foram comparados por
analise de variancia (ANOVA) e agrupados pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. Os dados metabolémicos foram normalizados e carregados no
programa de computador MetaboAnalyst 5.0, um canal analitico para estudos
metabolémicos (www.metaboanalyst.ca) (XIA; WISHART, 2011). Os dados
foram submetidos a analise estatistica multivariada, que incluiu analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA), escores de importancia
das variaveis na projecdo (VIP), analise hierarquica de agrupamento (HCA) e

analise de correlagao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento micelial de P. ostreatus

O experimento inicial de crescimento micelial in vitro 0 maior crescimento
micelial ocorreu com os isolados HB e SP inoculados nos substratos com RD,
suplementado com TAC e FT. A taxa média de crescimento micelial linear diaria
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apresentado com TAC foi de 0,80 e 0,81 cm dia!, respectivamente. No isolado
PLO 04 apresentou 0 menor crescimento, independente do tipo de
suplementacdo do substrato, com uma taxa média de crescimento linear diaria
de 0,54 cm dia?! (Figura 1).
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Figura 1. Crescimento micelial vertical in vitro de isolados de P. ostreatus (HB, PLO 04 e HP)
cultivados em substratos formulados com residuo da cultura do dendé e suplementagdo com
tegumento da améndoa do cacau (TAC) ou farelo de trigo (FT), 16 dias apos inoculagdo. Os
valores sdo expressos como média * erro padrdo. Letras diferentes minlsculas indicam

diferencas significativas em P < 0,05 entre as suplementa¢des e mailscula entre os isolados.

Neste estudo, o crescimento mais rapido do micélio observado nos
tratamentos com os isolados HB e HP no substrato serviram de base para o
desenvolvimento dos trabalhos de producdo, visto que, o crescimento do micélio
€ um fator vital no cultivo de cogumelos (POKHREL, YADAV & OHGA, 2009;
TESFAYI et al., 2020). A variacdo no crescimento micelial entre os diferentes
isolados de P. ostreatus pode ser devido as variagdes no teor de nutrientes, na
composicédo de lignina, celulose e hemicelulose, na capacidade de retencéo de
umidade do substrato, além dos fatores genéticos dos isolados fungicos
(KOUTROTSIOS et al., 2017; LETTI et al., 2018).

92



3.2. Efeitos da suplementacgédo na producéo de Pleurotus ostreatus

A producéo de corpos de frutificacdo de P. ostreatus no substrato de RD
com suplementacdo de TAC ou FT foi avaliada através da determinacdo do
crescimento micelial (CM), inicio de formacdo dos primordios (IFP), eficiéncia
biolégica (EB), rendimento (REND) e taxa de rendimento (TR) de dois isolados
de P. ostreatus (HB e HP). Houve diferencas significativas entre as diferentes
fontes de suplementacéo e os isolados nos parametros de producéo avaliados
(Tabela 1). O CM no substrato suplementado e sem suplementa¢do ocorreram
entre 14° a 18° dias apos a incubacao, sendo a duragéo de 14 dias no substrato
suplementado com FT, 16 dias no substrato com TAC e 18 dias no substrato
sem suplementacdo ndo sendo observadas diferencas significativas entre as
fontes de suplementacéo e os isolados. Esses valores foram semelhantes aos
apresentados por Silva et al., 2020 (15 dias), trabalhando com diferentes
combinagdes com TAC e RD e inferiores aos relatados por Li et al. (2017) (26-
29 dias) avaliando cascas de semente de algodao, suplementado com residuos
de perilla e Jin et al., 2018 (31 a 42 dias) avaliando o crescimento de P. ostreatus
em substrato com sabugo de milho suplementadas com residuos de ervas.

O IFP foi observado entre 0 25° e 0 60° dia ap6s a completa colonizacéo e
incubacdo do substrato na sala de frutificacdo. Entretanto, os substratos
suplementados com FT ou TAC, ambos proporcionaram o rapido IFP (25° dia)
para o isolado HB, em relagdo ao substrato sem suplementacao (32° dia), ndo
observando diferenca estatistica entre as fontes de suplementacdes. O isolado
HP apresentou o IFP mais tardio (entre o 35° e 60° dia) em relacdo ao isolado
HB. Esses resultados sugerem que a adicdo de TAC em substituicdo ao FT no
substrato com residuo de dendé pode promover a rapida colonizagéo micelial e
diminuir o ciclo de cultivo do isolado HB. Para o HP, apesar da rapida CM, o IFP
foi tardio (35° dia). A precocidade das espécies de P. ostreatus também é afetada
pela natureza do substrato (KOUTROTSIOS et al. 2014) e pelos fatores
genéticos da espécie e isolado de Pleurotus (KOUTROTSIOS et al., 2017).

A eficiéncia biologica (EB) dos substratos reflete a capacidade de uma
linhagem especifica do fungo de crescer em determinado substrato e juntamente
com REND e TR sé&o os principais parametros de produgcao observados pelos
produtores de cogumelos (JIM et al., 2018). O substrato suplementado com FT
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e incubado com o HB foi 0 que apresentou a maior porcentagem de EB
(105,75%), sendo superior aos demais tratamentos que variaram entre 9,34 a
82,25% (tabela 1). Entretanto, variagdes foram observadas com relacdo ao
REND (24,11 a 354,50 g kg') e TR (0,87 a 12,75 g dia!), ndo sendo observadas
diferencas significativas para as fontes de suplementacdo do substrato para a
linhagem HB, mas para HP a EB com a suplementacdo com TAC (34,25%) foi
superior ao FT (14,75%).

Tabela 1. Corrida micelial (CM), inicio da formacéo dos primérdios (IFP), eficiéncia biol6gica
(EB), rendimento (R) e taxa de rendimento (TR) na producdo de diferentes isolados de P.

ostreatus (Hiratake branco (HB) e Hirateke preto (HP)) em substrato com residuo de dendé,
suplementado com e sem pelicula de cacau (TAC) e farelo de trigo (FT).

Suplementacdo
Isolado cv
TAC FT Sem
HB 16,25bA 14,00bA 18,00aA
CM (dias) 5,38
HP 16,25bA 14,00bA 18,00aA
HB 25,60aB 25,60aB 32,20bB
IFP (dias) 13,93
HP 53,90bA 35,20cA 60,90aA
HB 82,25bA 105,75aA 59,25cA
EB (%) 23,96
HP 34,25aB 14,75bB 9,34bB
HB 313,00aA 354,50aA 229,25bA
REND (g kg™) 18,35
HP 49,25aB 80,25aB 24,11bB
HB 12,25aA 12,75aA 8,25bA
TR (g dias™) 21,77
HP 3,50aB 2,25aB 0,87bB

Médias seguidas da mesma letra minlscula nas linhas e mailscula nas colunas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os principais parametros de produtividade na producdo de cogumelos
envolvem a combinacdo da duracdo do periodo de cultivo com a eficiéncia
bioldgica, permitindo a avaliacdo do processo de cultivo. Esses resultados
demonstram o potencial do residuo de dendé para a producao de P. ostreatus e
da substituicdo do FT pela TAC como suplementac¢é&o do substrato, pois a EB no
substrato com suplementacéo do TAC foi inferior a observada no substrato com
FT para o isolado HB, mas o REND n&o foi significativamente diferente. A EB e

o REND foram relativamente altos para a linhagem HB, quando comparados aos
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valores obtidos com outros substratos lignocelulésicos (JIM et al., 2018; Ll et al.,
2017) e assemelham-se aos resultados encontrados por Koutrotsios et al., 2017
avaliando diferentes linhagens de P. ostreatus em residuo com palha de trigo.
Esses autores demonstraram que as linhagens de P. ostreatus tiveram variacao
no REND de 161 a 361 g kg de substrato fresco e EB entre 44 e 107%.

Nossos resultados de EB também foram superiores aos encontrados por
Sulistiany, Sudirman &; Dharmaputra, 2016 (64,47% e 88,86%), trabalhando
com a producgédo de uma linhagem de P. ostreatus selvagem em trés substratos
formulados com residuo dos cachos do dendé e inferiores aos relatados por Silva
et al.,, 2020 (92,7 a 148,8%) avaliando diferentes concentragbes da TAC no
substrato formulado com RD na producdo de P. ostreatus. Estes resultados
reforcam os relatados na literatura que a composi¢cao do substrato e o genétipo
do fungo afetam a eficiéncia biologica de P. ostreatus. A suplementacdo com
TAC e FT no substrato com dendé para a producdo do HB apresentam
superioridade, com TR del2,25 e 12,75 g dia-1, respectivamente, o que
representa 35% de aumento no rendimento e 43% na EB na producédo de P.
ostreatus, em comparacao com o substrato sem suplementacéo.

Fontes organicas na suplementacdo de substrato de producdo de P.
ostreatus tém demonstrado comportamento semelhante aos aditivos comerciais
(CARRASCO et al., 2018). Residuos de farelo de pistache desengordurado e
farelo de améndoa desengordurado mostraram ser bons substitutos de
suplementos comerciais na avaliagcdo da producdo de P. ostreatus (PARDO-
GIMENEZ et al. 2016, 2018). Residuos de amendoim também foram utilizados
como suplemento de substrato de producao de P. ostreatus com aumento na EB
de 61% em relacdo substrato comercial (ZIED et al., 2019). A suplementacgéao de
palha de arroz com torta de sementes sem 0leo melhorou significativamente o
REND (1014,64 g kg™') e a EB (101,46%) dos corpos de frutificacdo de P.
ostreatus com aumento de 18,14% em relacdo ao tratamento de controle (palha
de arroz) (SINGH et al., 2020).

A analise discriminante parcial por minimos quadrados (PLS-DA) entre as
caracteristicas nutricionais do RD, as suplementacbes (TAC e FT) e suas
combinagdes indicou que as variaveis explicaram 68,1% das respostas obtidas
nos componentes 1 (58,5%) e 2 (20,5%) (Figura 2A). Todos os componentes do
substrato e suas combinac¢des foram agrupados separadamente, indicando boa
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reprodutibilidade dos resultados. O modelo PLS-DA indica que as
suplementacdes e o grupo RD sdo separados no primeiro e no segundo
componentes, indicando diferencas significativas nas caracteristicas
bromatoldgicas e nutricionais entre esses grupos. Porém, os tratamentos com
suplementacao ndo apresentaram diferencas significativas. As fontes organicas
(TAC e FT) apresentaram diferente composi¢ao nutricional, como apresentado
no mapa de calor na figura 2B. Celulose, hemicelulose e nitrogénio sao os
principais fatores relacionados ao crescimento e produgcédo de P. ostreatus
(BELLETTINI et al., 2019). O bom desempenho do substrato com TAC pode
estar relacionado a baixa relagdo C/N (28,8 %), alto teor de fibras, a composicao
de celulose, hemicelulose e lignina, com média de 16% de proteinas e 6,55% de
lipidios.

Os macronutrientes também sdo necessarios para 0 crescimento e
frutificacdo do fungo, especialmente o N, P e K (MILES & CHANG, 2004), que
foram significativamente maiores nas fontes de suplementacéo (TAC e FT) em
comparacao com o RD. Estes nutrientes podem explicar o maior rendimento dos
cogumelos no substrato com a suplementacéo.

Substratos com diferentes fontes de nitrogénio apresentam potencial de
suplementacao de residuos lignocelulésicos para producao de cogumelos ostra,
facilitando a absorcao das moléculas nitrogenadas, o que permite que os fungos
tenham mais energia para o crescimento micelial e frutificacdo (NUNES et al.,
2012). Apesar de o TAC apresentar teores de proteina bruta menores que o FT
e consequentemente relacdo C/N maior (figura 2), os resultados demonstraram
alto rendimento e EB com esses tratamentos, o que € consistente com resultados
encontrados por diversos autores (LI et al., 2017; JIN et al., 2018; ZIED et al.,
2019; SILVA et al., 2020), mostrando que a suplementacéo, independentemente
da fonte agroindustrial, aumenta o EB de P. ostreatus. A relagdo C/N das
misturas RD + TAC promovem a bioconverséo do substrato, confirmando que a
TAC se apresenta como um suplemento adequado e alternativo para a

substituicdo do FT no cultivo de cogumelos ostra.
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Figura 2. Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) e variavel
importancia em projecdo (VIP) das caracteristicas nutricionais mais importantes do tegumento
da améndoa do cacau (TAC), farelo de trigo (FT) e residuo de dendé (RD) e suas combinacfes
identificadas por PLS-DA, e a contribuicdo dessas varidveis para um modelo. As caixas coloridas
indicam as concentragdes de cada variavel no substrato. VIP é a soma ponderada das
correlagdes quadradas entre os componentes do PLS-DA e a quantidade da variavel Y explicada
em cada dimenséo. * MM = Matéria mineral; MO = matéria organica; EE = extrato de etéreo; C /
N = relagéo carbono / nitrogénio.
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3.3. Atividade antioxidante

A eliminagao de radicais livres € um dos mecanismos envolvidos na inibicdo
da oxidacéo lipidica e € comumente usada para estimar a atividade antioxidante
(JIM et al., 2018). A eliminacéo de radicais livres pelos métodos DPPH e ABTS
sdo amplamente utilizados para avaliar a atividade antioxidante por serem
simples, requerem curto periodo de tempo e apresentarem elevada sensibilidade
(DEBNATH et al. 2017; SANCHEZ, 2017). No presente trabalho, a atividade
antioxidante dos extratos de P. ostreatus foram avaliadas pela determinacéo dos
valores de EC50 dos radicais DPPH e ABTS (Figura 3). Valores mais baixos de
EC50 representam maior atividade antioxidante (BOLIGON; MACHADO &
ATHAYDE, 2014). A porcentagem de atividade de eliminacéo de radicais DPPH
variou entre 22,86% (2,5 mg mL* de extrato) e 85,22% (12,5 mg mL™! de extratos
metandlicos de P. ostreatus) entre os diferentes tratamentos. Os melhores
valores de EC50 pelo método DPPH foram obtidos nos substratos com residuo
de dendé e TAC, independente do isolado avaliado (5,30 a 7,09 mg mL1), sendo
superior estatisticamente aos valores observados nos corpos de frutificacédo
obtidos no substrato com FT e no substrato sem suplementacdo. Os menores
valores de EC50 para o isolado HB avaliado, pelo método ABTS (5,10 e 5,77 mg
mL1), foram observados nos tratamentos com as diferentes fontes de
suplementacdo TAC e FT, sendo superior estatisticamente do substrato sem
suplementacdo. Entretanto, o tratamento com suplementacdo de TAC
proporcionou o menor valor de EC50 (5,85 mg mL?) para os corpos de
frutificacao do isolado HP.

Os valores da atividade antioxidante dos corpos de frutificacdo de P.
ostreatus, relatados na literatura apresentam uma enorme variagcdo, estando
relacionados a fatores como: matéria prima para a formulacéo dos substratos de
producéo, formas e tipos de suplementacdo do substrato de cultivo, estagio de
colheita, condicbes de armazenamento e tipos de solvente usados no processo
de extracdo (SMOLSKAITE, VENSKUTONIS & TALOU, 2015; KOUTROTSIOS
etal., 2017; Ll et al., 2017).
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Figura 3. Valores de IC 50 para extratos metandlicos de Pleurotus ostreatus (isolados HB e
HP), produzidos em substratos com residuo de dendé, suplementado com pelicula da améndoa
do cacau ou farelo de trigo, submetidos aos métodos DPPH e ABTS. * IC 50 (mg mL™ 1) -
concentracdo na qual 50% dos radicais DPPH e ABTS sao capturados; DAHB= Residuo de
dendé (RD) + Tegumento da améndoa do Cacau (TAC), inoculado com Hiratake branco (HB);
DTHB= RD + Farelo de trigo (FT) + HB; DSHB= RD = sem suplementacéo (S) + HB; DAHP=
RD+TAC, inoculado com Hiratake Preto (HP); DTHP = RS+FT+HP; DSHP = RD + S + HP.

Os resultados demonstram que a suplementacéo do substrato de producéo
de P. ostreatus tem grande efeito na atividade antioxidante e trabalhos tém
demonstrado que a suplementacdo aumenta a atividade antioxidante dos
cogumelos (CARRASCO-GONZALEZ, SERNA-SALDIVAR & GUTIERREZ-
URIBE, 2017). A alta atividade antioxidante do extrato de P. ostreatus cultivado
em RD, suplementado com TAC ou FT, em relagdo aos tratamentos sem
suplementacdo, podem estar relacionados com o alto teor de compostos
fendlicos, flavonoides e acido hidroxicinamico apresentados na Tabela 2.

Os principais componentes encontrados nas espécies de Pleurotus spp.
sdo os compostos fendlicos (VIEIRA et al., 2013; GASECKA et al., 2016; EL-
ENSHASY et al., 2018). Segundo, Singh et al., 2020, ha uma forte correlagéo
positiva entre o conteado de compostos fendlicos do extrato e sua atividade
antioxidante. Os compostos fendlicos sdo agentes antioxidantes resultantes do
metabolismo secundario dos cogumelos, que auxiliam no sequestro e inibicdo

dos radicais livres (GASECKA et al., 2016). Esse grupo de compostos apresenta
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uma diversidade de metabolitos, incluindo acidos fendlicos, flavonoides,
diterpenos fendlicos e 6leos volateis, possuindo na estrutura um ou mais anéis
aromaticos com grupos hidroxila (SANCHEZ, 2017; HELENO et al., 2015).

O conteudo de fendis totais nos corpos de frutificacdo do isolado HB de P.
ostreatus, produzido em substrato com RD suplementado com TAC (9,38 mg
GAE g-1) foi superior aos valores observados nos tratamentos com FT e sem
suplementacéo (5,03 e 4,52 mg GAE g?) e no tratamento com TAC, para o
isolado HP (5,08 mg GAE g*) (Tabela 2). Nossos valores de contetdo fendlico
total para o substrato de dendé, independentemente do tipo da suplementacéo,
expressos em mg de acido galico g1, foram superiores aos dados relatados por
PERAZA et al., 2019 (0,65 a 0,93 mg de éacido galico g*!), comparando a
atividade antioxidante e o conteudo fendlico total entre diversas espécies de
cogumelos pertencentes ao género Pleurotus. Outros estudos com extrato
metandlico de P. ostreatus também apresentaram valores inferiores, como o0s
apresentados por Vieira et al., (2013) (3,45 - 3,71 mg GAE g), Jim et al., 2018
(1,18-2,27 mg GAE g?) e Li et al., 2017 (3,45-3,71 mg GAE g') em extratos
aquosos.

A suplementacdo com TAC e FT promoveu aumentos no conteudo de
derivados do acido hidroxicindmico (DAH) no isolado HB (2,42 e 1,90 mg CAE g
1). O conteudo relativamente mais alto de flavonoides no isolado HB foi
observado para os cogumelos produzidos nos substratos suplementados com
TAC e FT (3,64 e 3,07 mg QE g™%), em relacdo aos apresentados no tratamento
sem suplementacdo (2,20 mg QE g™) e para o isolado HP, a suplementacéo
com FT (3,53 mg QE g™ 1) foi mais eficiente (tabela 2). Valores semelhantes de
flavonoides foram encontrados por Islam, Yu & Xu, 2016 (0,05 - 5,95 mg QE g~

1), avaliando 40 espécies diferentes de cogumelos comestiveis.

100



Tabela 2. Fendis totais (mg GAE g ~ 1), derivados do &cido hidroxicinamico (DAH) (mg
CAE g ~ 1) e flavonodis (mg QE g~ 1) nos extratos metandlicos de Pleurotus ostreatus
produzidos em substrato de dendé, suplementado com pelicula da améndoa do cacau
e farelo de trigo (média + desvio padrao).

Suplementacéo

'solado TAC FT SEM
Fenodis totais HB 9,38+0,91aA  5,15+0,31bA  4,52+0,23bA
(mg GAE g ™) HP 5,08+0,20aB  5,03+0,19aA  4,27+0,22aA
DAH HB 2,42+0,25aA  1,90+0,66aA  1,35:0,27bA
(mg CAE g ™) HP 1,92+0,12aA  1,82+0,08aA  1,21+0,18aA
Flavonois HB 3,64+0,43aA  3,07+0,14aA  2,20+0,10bA
(Mg QEg™) HP 2,14+0,11bA  3,53+0,87aA  1,98+0,03bA

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas linhas e mailscula na coluna nado diferem
estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Nesse sentido, os corpos de frutificagdo de P. ostreatus produzidos em
substrato com residuo de dendé e suplementado com TAC apresentaram
aumento no contetdo de fendis totais, DAH e flavonois, promovendo significativa
atividade antioxidante contra os radicais DPPH, sugerindo que a atividade
antioxidante de P. ostreatus estd associado a qualidade do substrato de
producdo. Os compostos fendlicos totais, DAH e flavondis sdo conhecidos por
terem fortes propriedades antioxidantes na prevencéo da peroxidacao lipidica e
eliminacao de radicais livres (EL-ENSHASY et al., 2018). Compostos fendlicos
como: protocatecuico, p-hidroxibenzéico, sinapico, acidos hidroxicinamicos,
fertlico (MUSZYNSKA et al. 2013) galico, homogentisico e clorogénico também
foram relatados em corpos de frutificacdo de P. ostreatus (KIM et al. 2008).

Provavelmente o aumento dos compostos fendlicos nos corpos de
frutificacdo de P. ostreatus esta diretamente relacionado a suplementacéo do
substrato com TAC. Principalmente se considerarmos que a presenca de
compostos bioativos em TAC foi extensivamente avaliada e a atividade
antioxidante foi confirmada e atribuida a presenca de diferentes compostos
fendlicos (catequina, epicatequina e procianidina B2) (LECUMBERRI et al.,
2007; MARTINEZ et al., 2012).
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3.4. Caracteristicas nutricionais e metabolitos de P. ostreatus

A composi¢do nutricional dos cogumelos, seu contetado de metabolitos e
compostos bioativos sédo diferenciados quantitativa e qualitativamente
dependendo da cepa, condicbes de cultivo e substratos usados
(KOUTROTSIOS et al., 2019). A Figura 4 apresenta as andlises de discriminante
parcial de minimos quadrados (PLS-DA) e os valores de variavel importancia em
projecédo (VIP) que mostram que houve diferencas na composi¢do e producao
dos corpos de frutificacdo produzidos nos substratos com RD, independente da
fonte de suplementacao (TAC e FT) e das linhagens de P. ostreatus inoculadas
(HB e HP). Os dados foram analisados em conjunto e os isolados individuais
dentro de cada fonte de suplementacdo. Os parametros apresentados pela
analise de discriminante parcial de minimos quadrados (PLS-DA) do
agrupamento total dos dados responderam por 71,2% das variacdes
observadas, sendo 55% para o componente 1 e 16,2% para 0 componente 2.
Para a cepa HP, as caracteristicas dos corpos de frutificacdo foram muito
distintas entre cada substrato avaliado, enquanto que para o HB houve uma
pequena variacao (Figura 4A).

A andlise de VIP com todos os grupos de tratamentos apresentou 35
caracteristicas principais, que determinam a produ¢cédo e composicado dos corpos
de frutificacdo de P. ostreatus (HB e HP), estando presentes metabdlitos,
aminoécidos, minerais, e os dados de producéo, como: eficiéncia biologica (EB),
rendimento, taxa de rendimento, tirosina, Isoleucina, treonina, lisina, valina,
betaina, lactato, uridina, uracil, nicotinato, fibras, 4-Hidroxibenzo, trimetilamina,
glicerol, flavondis, fendis totais, ABTS, succinato, fumarato, carnitina, energia,
carboidratos, trehalose, 4-aminobutirato, colina, malato, sn-Glycero-3-p,
piroglutamato, Mn, Mg, Na e P (Figura 4B).
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Figura 4. Andlise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) e variavel
importancia em projecédo (VIP) para as variaveis de producéo, caracteristicas nutricionais e
metabdlitos dos corpos de frutificacdo das linhagens de Hiratake branco (HB) e Hiratake preto
(HB) de P. ostreatus produzidos em substrato composto de residuo de dendé (DHB e DHP),
suplementado com tegumento da améndoa de cacau (DAHB e DAHP) e farelo de trigo (DTHB e

DTHP).
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Quando os isolados foram avaliados individualmente dentro de cada fonte
de suplementacao, diferencas também foram observadas nos gréaficos PLS-DA
(Figura 4 C e E). Entretanto, foi evidenciada uma grande variacdo nos
metabolitos através da analise de VIP. O isolado HP apresentou a maior
guantidade de variaveis (28 variaveis) em relacéo ao isolado HB (20 variaveis),
com predominancia dos aminoacidos, como: lisina, treonina, valina, triptofano,
tirosina para o HP (Figura 4F) e betaina, glutamina histidina para o HB (Figura
4D).

Os cogumelos P. ostreatus contém varios nutrientes, proteinas,
aminoacidos, carboidratos, gorduras e vitaminas, que sdo essenciais a vida
humana, com valores nutricionais abrangentes (LIU et al., 2019). Composi¢coes
centesimais, atividade antioxidante, metabdlitos e minerais das duas linhagens
de P. ostreatus produzidos em substrato com RD, sem e com suplementacgéo de
FT e TAC foram determinados e correlacionados com a EB (Figura 5, 6 e 7). A
andlise de correlagédo foi realizada entre a EB e as 25 principais variaveis
avaliadas nos corpos de frutificacdo de P. ostreatus com o conjunto total de
dados e comparando as linhagens dentro de cada suplementacao. Correlacées
positivas foram observadas apenas entre os dados da produgéo (rendimento e
taxa de rendimento) dos corpos de frutificacdo das duas linhagens de P.
ostreatus (HB e HP) nos diferentes substratos e correlagbes negativas foram
observadas entre a EB e as variaveis Mg, trehalose, proteina, glutamine, leucine,
pyroglutamate, nicotinate, lysine, isoleucine, glutamate, proline, nicotinurate,
fibras, mannitol, formate, valine, energia, carboidratos, carnitine, ABTS, 1-

methylnicotinami e trimethylamine N-o (figura 5A).
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Top 25 compounds correlated with the Biological efficiency (BE)
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Figura 5: Mapa de calor com as 35 principais caracteristicas dos corpos de frutificago de Pleurotus ostreatus (linhagens Hiratake Branco (HB) e Hiratake
preto (HP)) produzidas em substratos formulados com residuos de dendé (DHB e DHP) e suplementado com tegumento da améndoa do cacau (DAHB DAHP)),

e farelo de trigo (DTHB e DTHP).
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O mapa de calor apresenta as diferencas significativas para os 35 principais
metabolitos e variaveis avaliadas nos corpos de frutificagdo das duas linhagens
de P. ostreatus entre os diferentes grupos hierarquicos de substratos avaliados.
Através dos codigos de cores é possivel observar uma grande variacdo entre 0s
isolados HB e HP, com uma maior producdo dos corpos de frutificacdo (EB e
Rendimento) no isolado HB produzido no substrato com suplementacdo (DTHB
e DAHB), enquanto a maior concentracdo de metabolitos foi apresentada pelo
isolado HP com predominancia no substrato sem suplementacéao (DHP) (Figura
5B).

O conteudo de proteina (24,8 - 28,0%), carboidratos (38,1 — 43,3%), fibras
(22,3 — 24,4%), minerais (6,1 — 7,3%) e energia (292,4 — 298,7 Kcal) foram
maiores nos corpos de frutificacdo da linhagem HP em relacéo a linhagem HB,
independente da suplementacéo avaliada. Quando as linhagens foram avaliadas
individualmente, dentro de cada substrato, variagbes foram observadas. A
andlise de correlacdo da EB da linhagem HB produzida nos substratos com as
suplementacdes, mostrou uma forte correlacéo positiva para taxa de rendimento,
Zn, S-adenosylhomocyst, 4-aminobutyrate, fumarato, hipoxantina, floavonois,
AMP, K, malato, Fe, uracil, lactato, glicerol e negativa para Mg, P, trimetilamina
N-o, metilguanidina, trehalose, ABTS, triptofano, serina, glutamina e xantina
(Figura 6A). Com relacéo a linhagem HP, foi observado correlacéo positiva para
derivados de acidos hidroxicinamico (DAH), Zn, fendis totais e Mn, e negativa
para carboidratos, mannitol, 1-methylnicotinami, 4-aminobutyrate, betaina,
valina, uridina, glutamina, uracil, lisina, ABTS, serina, carnitina, isobutyrate,
glicina, isoleucina, asparagina, Na, threonina, pyroglutamato (figura 7A).

Os dados apresentados nos mapas de calor da figura 6B e 7B,
demonstram diferencas significativas entre as fontes de suplementacdo e a
maioria dos metabdlitos e variaveis avaliadas nos corpos de frutificacdo das
linhagens HB e HP. Através dos cbdigos de cores € possivel observar que os
corpos de frutificacédo produzidos no substrato sem suplementagéo (DHB e DHP)
apresentaram uma maior concentracdo de metabolitos, como: glutamina,
triptofano, serina, asparagina, fenilalanina, lisina, valina, histidina, tirosina,
glicina, xantina, trealose, trimetilamina N-o, metilguanidina, niacinamida, DPPH,
ABTS, sn-Glicero-3-colina, nicotinato, colina , Mg e P para o HB (Figura 6B) e

asparagina, uracila, piroglutamato, glicina, carnitina, isoleucina, treonina,
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xantina, DPPH, energia, histidina, UDP-N-acetilglucos, glutamina, ABTS,
carboidratos, betaina, manitol, isobutirato e serina para SP (Figura 7B). Contudo,
os corpos de frutificagéo do isolado HB produzidos no substrato com FT (DTHB)
apresentaram a maior concentracdo de hipoxantina, Zn, uracila, 4-aminobutirato,
betaina e succinato (Figura 6B) e para o isolado HP (DTHP) apresentaram maior
concentracdo de metilguanidina, colina, UDP - glucuronato, glicerol, Mg,
4-aminobutirato e adenosina (Figura 6B). No substrato com TAC os corpos de
frutificacdo do HB (DAHB) apresentaram maior concentracdo de fendis totais e

do HP (SAHP) apresentaram maior eficiéncia biolégica, Zn e DAH (Figura 7B).
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Figura 6: Analise de correlacéo entre a eficiéncia biologica e as 25 principais caracteristicas identificadas (A) e mapa de calor com as principais caracteristicas
dos corpos de frutificacéo de Pleurotus ostreatus (Hiratake Branco (HB)) produzidas em substratos formulados com residuos de dendé (DHB) e suplementado
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com tegumento da améndoa do cacau (DAHP), e farelo de trigo (DTHP) (B).

109



Os cogumelos sdo considerados um alimento de alto valor nutricional e
funcional, sendo também aceitos como alimentos nutracéuticos (BARROS et al.,
2008; REIS et al., 2017). Eles sdo uma boa fonte de fibra alimentar, proteinas,
aminoacidos, minerais, vitaminas, potassio, carboidratos e sdo pobres em
lipidios e sddio (VALVERDE, HERNANDEZ-PEREZ, PAREDES-LOPEZ, 2015;
KALAC, 2016). As espécies do género Pleurotus pertencem a familia das
Pleurotaceae e distinguem-se pela sua cor e habitat (RAMAN et al., 2020).
Avaliamos duas linhagens de P. ostreatus (HB e HP) com caracteristicas fisicas
e quimicas e habitat diferentes. Diferencas entre as linhagens produzidas nos
diferentes substratos ja eram esperadas, pois a composi¢cao das espécies de
Pleurotus sédo afetadas pela diversidade genética e a composicao do substrato
de crescimento e frutificacdo (MAFTOUN et al., 2015; KOUTROTSIOS et al.,
2017).

Foram realizadas analises centesimal, atividade antioxidante e analise
metaboldmica para identificacdo dos metabdlitos relacionados com a producéo.
Os dados apresentados na figura 4 com as analises de PLS-DA e VIP indicam
variacfes significativas nos dados de producdo, analise centesimal e nas
concentracfes dos metabdlitos de P. ostreatus produzidos no substrato com RD,
suplementado com FT, TAC e sem suplementacao. A andlise de VIP demonstrou
que a linhagem HP, apresentou maior concentracdo de metabdlitos em
comparacdo a linhagem HB, apesar da menor producdo de corpos de
frutificagcdo. Além disso, quando a linhagem HP foi comparada entre as
suplementacdes, foi observado que o tratamento DHP proporcionou a maior
concentracdo dos metabolitos xantina, S — adenosilhomocisteina, UDP- N-
acetylglucosamine, trimetilamina N - o, sn-—glicerol-3—-fosp, piroglutamato,
nicotinurato, uridina, isobutirato, niacinamida, 4-aminobutirato, formato, UMP, 4-
hidroxibenzo, manitol, carnitina e glutamato. Os principais aminoacidos
encontrados foram: serina, asparagina, treonina, isoleucina, glutamina, histidina,
prolina, betaina, glicina, leucina, alanina, valina e lisina. Também apresentaram
maiores teores de fibras, carboidratos, energia, cinzas, Fe, Na, Ca e de vitamina
B5 (Pantotenato).

A andlise de correlacdo apresentadas nas figuras 6A e 7A demonstraram
gue a maior EB apresentada na linhagem HB correlacionou positivamente com

Zn, S-Adenosylhomocyst, 4-Aminobutyrate, Fumarate, Hypoxanthine,
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Floavonois, Fe, Malate, K, AMP, uracil, lactate e glycerol, substancias
relacionadas com o metabolismo do fungo, entretando correlacées negativas
foram observadas para os demais metabolitos, principalmente os aminoacidos.
Correlacdes negativas também foram observados entre a producéo de corpos
de frutificacédo da linhagem HP e os metabolitos determinados. Esses resultados
demonstram que a suplementacdo aumenta a producao de P. ostreatus, mas
ndo favorece o acumulo de metabolitos nos corpos de frutificagdo nessas
linhagens produzidas e substrato com RD.

A maior EB no tratamento com suplementacdo com FT (DTHB =
105,75%), seguido pela TAC (DAHB = 82,25%) estdo relacionadas com
alteracbes nos teores de nutrientes nesses substratos através da
suplementacdo. Segundo Bellettini et al., (2019) & Raman et al., (2020), a
utilizacao de fontes organicas (FT e TAC) ricas em minerais e proteinas (Figura
2), auxilia no crescimento dos cogumelos, ajudando a reduzir o tempo de
desenvolvimento micelial no cultivo, répida formacdo de primordios e maior
producao de corpos de frutificacao (Tabela 1). A maior quantidade de metabdlitos
no tratamento DHP (figura 4B) pode estar relacionada a fatores genéticos,
composicdo do substrato e producdo de enzimas dessa linhagem,
proporcionando maior acumulo desses metabdlitos. Fatores intrinsecos das
espécies de P. ostreatus exercem influéncia significativa na composi¢cdo dos
cogumelos ostra (KOUTROTSIOS et al., 2017).

A composicao do substrato (Figura 2), com maior predominancia de lignina
no tratamento sem suplementacdo (DHB e DHP) tem interferéncia na producao
e, consequentemente, no acumulo de metabolitos. Embora P. ostreatus seja
capaz de crescer em residuos ricos em lignina, sua presenca limita o acesso das
enzimas celulotiticas a celulose, o que pode influenciar na eficiéncia da hidrolise
enzimatica da celulose e hemicelulose, principais fontes de carbono para o
crescimento desse fungo (KUMAR et al.,, 2012), diminuindo a produgéo.
Segundo Xiao et al., (2017), substratos com baixo teor de lignina, aumenta
significativamente a capacidade de P. ostreatus em transformar aglcares por
diferentes vias metabdlicas, e melhora a adaptabilidade de P. ostreatus ao meio
ambiente. Entretando, a resposta de P. ostreatus em substratos ricos em lignina,

aumenta a producao de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo dessa
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substancia nos substratos, com consequéncia na reducdo do crescimento e
producdo, porém com maior acumulo de metabolitos pelo fungo.

As espécies de Pleurotus sdo consideradas uma boa fonte de proteinas
(RAMAN et al., 2020; GONZALEZ et al., 2020). Na andlise dos corpos de
frutificacao de P. ostreatus produzidos no substrato com RD, suplementado com
FT, TAC e sem suplementacdo revelou a presenca de 18 aminoacidos,
especificamente fenilalanina, histidina, glutamina, prolina, lisina, leucina, valina,
alanina, triptofano, asparagina, serina, isoleucina, glicina, treonina, betaina,
tirosina, metionina, aspartato e o neurotransmissor acido 4-aminobutirico
(GABA). De acordo com a andlise de VIP, os amino&cidos mais abundantes
foram isoleucina, treonina, valine, betaina, lisina, tirosina, glutamina, triptofano e
acido 4-aminobutirico (Figura 4B) com maior predominancia nos tratamentos
DHP e DHB (figura 6B e 7B). A maior ocorréncia de leucina, valina, isoleucina,
treonina e lisina também foi observada para os aminoacidos essenciais mais
abundantes em trés espécies de Pleurotus cultivadas em substrato com palha
de trigo (WS), isoladamente ou em mistura com bagaco de uva, e nos
subprodutos da olivicultura (TAGKOULI et al. 2020).

A composicdo total dos aminoacidos nos alimentos, principalmente os
essenciais € um indicador confiavel de qualidade e s@o importantes para a
nutricdo humana, pois estdo envolvidos em varias vias bioquimicas que afetam
as atividades fisiolégicas no metabolismo humano (MURAKAMI et al., 2012;
HAUSLER, LUDEWIG, KRUEGER, 2014.) Sabe-se também que alguns
aminoacidos contribuem para melhorar o sabor dos cogumelos (MING, LI, HUO,
WEI, & CHEN, 2014).

Nossos resultados indicam a presenca de todos os aminoacidos
essenciais nos corpos de frutificacao de P. ostreatus, principalmente os do grupo
BCAAs (valina, leucina e isoleucina) que sao necessarios para a sintese de
proteinas e, consequentemente, para a produgdo de imunoglobulinas, citocinas
e seus receptores (PAPADA et al., 2019). Os maiores teores de valina, leucina
e isoleucina foram obtidos com os tratamentos DHP e DTHP. Estudos tem
apontado a presenca de aminoacidos essenciais em cogumelos do género
Pleurotus, com grandes varia¢gdes, como os apresentados neste estudo (KIM et
al., 2008; LIU et al., 2016; JIN et al.,, 2018; TAGKOULI et al. 2020). Essas

flutuacdes ndo sdo surpreendentes e sao influenciadas por fatores genéticos
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(espécies e linhagens), aparato enzimatico do fungo, estagio de
desenvolvimento, a natureza dos tratamentos pré e pés-colheita e o tipo de
substrato de crescimento (MANZI et al., 1999; KOUTROTSIOS et al., 2017).

Segundo Carrasco-Gonzalez et al., (2017), o conteudo dos aminoacidos
em P. ostreatus atende as necessidades nutricionais de humanos adultos,
apresentando aminoécidos essenciais com baixa concentragfes nos cereais,
como a lisina e a metionina nos legumes (SA, MORENO, CARCIOFI, 2020). As
linhagens de P. ostreatus produzidas nos diferentes substratos também
apresentaram grandes quantidades de acido 4-aminobutirico (GABA). O GABA
€ um aminodcido ndo essencial necesséario para o bom funcionamento da
atividade do cérebro (LAVELLI et al., 2018).

Apesar da suplementacdo com FT e TAC nos substratos com RD nao
terem apresentado efeito nos teores de aminoacidos e metabolitos, foi
evidenciada uma correlacéo positiva entre a EB e os teores dos minerais P, K,
Mn, Fe e Zn entre as duas linhagens de P. ostreatus (Figura 6A e 7A), com maior
predominancia nos corpos de frutificagcdo produzidos nos tratamentos com
suplementacao (Figura 6B e 7B). Esses elementos, em particular, sdo essenciais
para uma infinidade de funcbes metabdlicas dos fungos, incluindo aquelas
relacionadas a producdo de enzimas e degradacdo de lignocelulose, estando
correlacionada com a concentracdo de minerais do substrato (KOUTROTSIOS
et al., 2020), como observado nos teores de P, K, Mn, Fe e Zn da TAC e FT
(Figura 2B).

O aumento significativo de minerais nos corpos de frutificacdo produzidos
em substratos suplementados tem sido relado. Segundo Singh et al., 2020, a
capacidade de ligacdo e absorcdo de minerais variam de acordo com 0s
suplementos e espécies de cogumelos usados no cultivo e a suplementacéo do
substrato a base de palha de arroz com bolos desengordurados de soja,
mostarda, amendoim indicou aumento significativo de minerais (Se, K, Zn, Fe,
Cu, Ca, P) nos corpos de frutificacdo de P. ostreatus. Mleczek et al., 2020
também relatam que a eficiéncia de acumulacdo do elemento depende da sua
concentracdo no substrato, mas também depende da espécie de cogumelo.
Bentil, Dzogbefia & Alemawor, (2015), mostraram que a fermentacéo em estado
sélido da TAC com espécies de P. ostreatus e Aspergillus niger aumentou

significativamente as concentragdes de Ca, P e K.
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Embora alguns metabolitos ndo tenham apresentado correlacao positiva
com a EB, foram identificados a presenca de carnitine, xanthine, colina e
glutamate que desempenham papeis cruciais no metabolismo energético do
fungo e do ser humano (Figura 6B e 7B).

A carnitine apresentou maior teor nos corpos de frutificacdo dos
tratamentos DHP e DTHP e trata-se de uma substéancia produzida naturalmente
no organismo pela metabolizagdo de dois aminoacidos, a lisina e a metionina e
tem sido associada a funcdo no auxilio da perda de peso, atividade antioxidante
e na promocado do desempenho fisico (CAO et al., 2011; FIELDING et al., 2018),
atuando como uma molécula de transporte de acidos graxos de cadeia longa
para subsequente B-oxidacdo (FRANKEN et al., 2015). A ingestao da carnitina &
de fundamental importancia para melhorias nos processos de geracdo de
energia para o funcionamento de todo o organismo. Trabalhos com
suplementacdo de substratos de producdo tem relatado maiores teores de
carnitina em P. ostreatus, como os relatados por Lee et al., (2018) cultivando em
farelo de trigo fermentado. A suplementacdo com FT também favoreceu a
producao de colina na linhagem HP em relacdo aos demais tratamentos (Figura
5B). Segundo Lopez-Sobaler et al., (2018), a colina € um nutriente critico para o
desenvolvimento cognitivo, 0 metabolismo e a fungéo hepatica e a regulacéo do
metabolismo da homocisteina e deve ser obtido na dieta, pois a sintese
endogena é insuficiente para atender as necessidades do organismo.

A xantina teve maior predominancia nos DHP e DAHP e desempenha um
papel fundamental no catabolismo de nucleotideos e &cidos nucléicos (Aziz &
Jamil, 2020) e seus derivados (teobromina, teofilina e cafeina) sdo utilizados
como estimulantes cerebrais ou psicomotores, além de atuar como precursor do
acido urico (SINGH et al., 2018). Provavelmente a suplementagdo com a TAC
promoveu a absor¢cdo dessa substancia nos corpos de frutificacao,
principalmente por a TAC ser rica em teobromina e cafeina (ROJO-POVEDA et
al., 2020).
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4. CONCLUSOES

O substrato formulado com RD proporciona rapida colonizacéo de Pleurotus
ostreatus, independente da linhagem avaliada e da suplementacdo. Entretanto,
a linhagem HB apresenta alta EB, rendimento, taxa de rendimento, atividade
antioxidante e propriedades centesimais no substrato de dendé, independente
da suplementacao com farelo de trigo (FT) ou tegumento de améndoa de cacau
(TAC).

As linhagens HB e HP apresentam maior atividade antioxidante, quando
produzidas no substrato suplementado com TAC, o que demonstra o potencial
da utilizacdo da TAC na suplementacdo de substrato para a producédo de P.
ostreatus.

Os corpos de frutificagdo das linhagens de P. ostreatus produzidas em
substrato com RD e suplementado com FT ou TAC apresentam todos o0s
aminoécidos essenciais.

A linhagem HP apresenta elevados teores de proteina, carboidratos, fibras,
minerais e energia, quando produzida no substrato sem suplementacéo (DHP).
A alta producdo do HB no substrato formulado com residuo de dendé,
suplementado com TAC demonstra o grande potencial na bioconversao desses
residuos locais, da regido sul da Bahia, em um alimento de alto valor nutricional.
Este processo biotecnoldgico pode gerar emprego e renda para as populacdes
das regides produtoras de dendé e cacao, além de contribuir para a reciclagem
destes residuos. Novos estudos devem ser encorajados para a producao de
outras espécies do género Pleurotus utilizando estes residuos.
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Capitulo 3

SUBSTRATO POS-CULTIVO DE Pleurotus ostreatus Kummer
AUMENTA A BIOMASSA E RENDIMENTO DE OLEO
ESSENCIAL NO MANJERICAO

1Artigo aceito pelo Comité Editorial da Revista Caatinga
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SUBSTRATO POS-CULTIVO DE Pleurotus ostreatus AUMENTA A
BIOMASSA E RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL NO MANJERICAO

Autora: Cristiano Oliveira do Carmo
Orientadora: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: Residuos lignoceluldsicos sdo usados na produgdo de cogumelos, mas geram
grandes quantidades de substrato pds cultivo de cogumelo (SPC). Neste estudo avaliou-
se 0 SPC de Pleurotus ostreatus, aliado a adubacao organica na producao de biomassa e
rendimento de 6leo essencial de manjericao (Ocimum basilicum L.). As formulagdes das
adubacdes foram preparadas com o SPC, composto organico (CO) e himus de minhoca
(HM) e suas combinagdes, todos com aplicacdo de 35 g no solo, equivalente a 20 t ha™.
Os tratamentos foram: CO = 100 %; HM = 100 %; SPC = 100 %; C1 =75 % SPC + 25
% CO; C2 =75 % SPC + 25 % HM; C3 =50 % SPC + 50 % CO; C4 =50 % SPC + 50 %
HM; C5 =50 % SPC + 25 % CO + 25 % HM e CT = sem adubacdo. O comprimento
médio e a area foliar foi superior nas plantas cultivadas no solo contendo o SPC,
individualmente ou combinado com as fontes organicas, com 55,6 a 62,2 cm de
comprimento e 696,5 a 836,4 cm? de area foliar por planta. O tratamento C3 proporcionou
plantas com maior acumulo de matéria seca (10,9 g planta™) e o C2 proporcionou maior
rendimento de 6leo (5,0 kg ha*), com ganho de 324,8 % no rendimento, em relagéo ao
controle. O SPC promove um aumento significativo na biomassa e no rendimento de 6leo

essencial em plantas de manjericdo (Ocimum basilicum).

Palavras-chave: Ocimum basilicum L. Residuo de sisal. Adubagdo orgéanica. Plantas

medicinais.
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POST-GROWING SUBSTRATE OF Pleurotus ostreatus INCREASES BIOMASS
AND ESSENTIAL OIL YIELD IN BASIL
Author: Cristiano Oliveira do Carmo

Advisor: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: Lignocellulosic residues are used to produce mushrooms, but large
amounts of spent mushroom substrate (SMS) are generated. This study aimed to evaluate
the SMS of Pleurotus ostreatus, combined with organic fertilization in the biomass
production and essential oil yield of basil (Ocimum basilicum L.). The fertilizer
formulations were made using SMS, organic compost (OC) and earthworm humus (EH),
and combinations of these organic amendments. All soil organic treatments received 35
g of the formulations, which corresponds to soil application of 20 t ha. The treatments
were: OC =100 %; EH =100 %; SMS =100 %; C1=75% SMS + 25 % OC; C2=75%
SMS + 25 % EH; C3 =50 % SMS + 50 % OC; C4 =50 % SMS + 50 % EH; C5 =50 %
SMS + 25 % OC + 25 % EH, and CT = no fertilization. The average plant height and leaf
area were higher amongst plants cultivated in soil amended with SMS, either individually
or combined with OC and EH, with 55.6 to 62.2 cm of height, and 696.5 to 836.4 cm? of
leaf area per plant. Treatment C3 provided plants with higher dry weight (10.9 g plant™?),
and C2 provided the highest oil yield (5.0 kg ha*), with gains of 324.8 % in yield, when
compared to the control. The SMS increases the biomass and essential oil yield of basil

(Ocimum basilicum) plants.

Keywords: Ocimum basilicum. Sisal residue. Organic fertilization. Medicinal plants.
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INTRODUCAO

A producdo agroindustrial, de modo geral, gera grandes quantidades de
residuos lignoceluldsicos, cuja maior parte € descartada, devido ao alto custo
operacional para o seu aproveitamento (DO NASCIMENTO FILHO e FRANCO,
2015). Tecnologias para a utilizagdo desses residuos sdo necessarias para
evitar a poluicdo ambiental (BARH et al., 2018) e para a conservagdo dos
recursos naturais.

Os fungos do género Pleurotus colonizam diversos residuos
lignoceluloliticos e produzem cogumelos que sdo muito apreciados pelo sabor,
valor nutricional e propriedades medicinais (CARRASCO-GONZALEZ; SERNA-
SALDIVAR; GUTIERREZ-URIBE, 2017). Os cogumelos do género Pleurotus
ocupam a segunda posicdo em termos de producdo comercial de cogumelos
comestiveis no mundo (RAMAN et al., 2020). Estes cogumelos, destacando-se
o Pleurotus ostreatus, conhecido como cogumelo ostra, podem ser produzidos
em diversos residuos, a exemplo de: casca de café (NUNES et al.,, 2012),
sementes de algodao (GIRMAY et al., 2016), serragem (VIEIRA; ANDRADE,
2016), bagaco de cana de acucar e de milho, palha de trigo e de arroz (SARDAR
et al., 2016), palha de trigo (KOUTROTSIOS, et al., 2017), bagaco de dendé
(SILVA et al., 2020), residuo de desfibramento e do processamento da fibra de
sisal (DO CARMO et al., 2021), dentre outros. Entretanto, apds a producéo de
cogumelos, é gerada uma grande quantidade de substratos pés-cultivo (SPC)
(KAPU et al., 2012). Cerca de 5 kg de SPC sao gerados para cada quilograma
de cogumelos frescos produzidos (PAREDES et al., 2016; CORREA et al., 2016)
e estes sdo frequentemente descartados em locais distantes do local de
producao, para evitar a proliferacdo de moscas, insetos e doencas (MARQUES
et al., 2014; LOPES et al., 2015). Entretanto, esse procedimento pode causar a
contaminacdo do meio ambiente, além do desperdicio de recursos naturais.

A degradacdao fungica, que ocorre durante o cultivo de cogumelos, causa
alteracbes nas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos residuos
lignocelulésicos (SHARMA; ARORA, 2015) e estes, apés a producdo de
cogumelos, podem ser utilizados na producdo de mudas, na adubagdo organica
(LOPES et al., 2015; NAKATSUKA et al., 2016; PAULA et al., 2017), na
biorremediacdo do solo (GARCIA-DELGADO et al., 2013; ADENIPEKUN E
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LAWAL, 2012) e na alimentac&o animal (WANZENBOCK et al., 2017). Contudo,
o potencial de utilizacdo do SPC ainda € pouco explorado e ndo tem solucionado
os problemas com o acumulo desses residuos (PAREDES et al., 2016).

A viabilidade da aplicacdo do SPC na horticultura, isoladamente ou com
outros fertilizantes organicos ou minerais, vem sendo estudada (LOU et al., 2017;
NAKATSUKA et al., 2016; HANAFI et al.,, 2018). Dentre as opg¢bes nha
horticultura, o cultivo de plantas medicinais, a exemplo do manjericdo (Ocimum
basilicum L.), pode se beneficiar com o uso de biofertilizantes formulados com
SPC e outras fontes organicas de nutrientes (HANAFI et al., 2018). O manjericdo
€ uma planta medicinal que produz um 6leo essencial com Vvarios constituintes
biologicamente ativos e também ¢é usada na culinaria e em bebidas
(WANNISSORN, et al., 2005; BURDUCEA et al., 2018).

A bioconversdao de residuos agroindustriais em cogumelos, combinada com
0 uso do SPC na producao agricola, permite o desenvolvimento de sistemas de
producdo agroindustrial sem o acumulo de residuos, e com a geragdo de
produtos de valor comercial, atendendo ao conceito de bioeconomia (CUNHA
ZIED et al., 2020). Esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar o
SPC de P. ostreatus, combinado com composto organico e humus de minhoca,

na producdo de manjericédo e do 6leo essencial.

MATERIAL E METODOS

Preparo das mudas de manjericdo (Ocimum basilicum L.)

O experimento foi realizado em casa de vegetacéo (Latitude: - 12°39'33.7"S
e Longitude 39°05'05.9"W), na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
(UFRB), campus de Cruz das Almas, Bahia, no periodo de abril a julho de 2018.
Nesse periodo, a média das temperaturas minima e maxima variou entre 24,0 e
25,3°C (abril), 22,5 e 23,5°C (maio) e 21, 7 e 22,7°C (junho), e a média da
umidade relativa do ar, minima e maxima, variou entre 78,5 e 84,9% (abril), 85,7
e 90,5% (maio) e 87,0 e 91,6% (junho), no ambiente externo a casa de
vegetagcdo. Para a producdo das mudas de manjericao, sementes da var.
Alfavaca Verde foram semeadas em bandejas plasticas de producdo de mudas,
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de 53 x 27 cm de comprimento e largura, e 128 células. A germinacdo e o
crescimento inicial do manjericdo ocorreram no substrato de fibra de coco, em
casa de vegetacao (marca Van der Hoeven, com cobertura plastica e tela de 50
% de sombreamento nas laterais), com irrigacao diaria por aspersao, durante 30
dias.

Preparo e formulag&o dos substratos

O substrato pés cultivo (SPC) foi gerado a partir da producao de Pleurotus
ostreatus em substrato composto por residuos solidos oriundos do
desfibramento de folhas de plantas de sisal (Agave sisalana Perrine) e do
beneficiamento industrial das fibras secas do sisal, popularmente conhecido
como poé de batedeira, conforme descrito por Do Carmo et al., (2021). Para o
preparo das formulacbes para a adubagcdo do manjericdao, o SPC foi seco na
temperatura de 45°C, em estufa de circulacéo forcada (Solab, modelo SL-102),
até atingir peso constante. O composto organico (CO) e humus de minhoca (HM)
foram produzidos de materiais oriundos de podas na fazenda experimental do
campus de Cruz das Almas da UFRB e, para o HM, foram utilizadas minhocas
californianas, da espécie Eisenia andrei Bouché. Os tratamentos estéo descritos

na tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos constituidos pelas formulacdes do biofertilizante com substrato
pés cultivo (SPC) do cogumelo Pleurotus ostreatus, composto organico (CO) e himus
de minhoca (HM), de forma combinada e isolada.

Tratamentos CO (W) HM (%) SPC (%)

CoO 100 0 0
HM 0 100 0

SPC 0 0 100
C1 25 0 75
C2 0 25 75
C3 50 0 50
C4 0 50 50
C5 25 25 50
CT 0 0 0

A aplicacao no solo foi na dosagem de 35g do biofertilizante por vaso com
3,5 litros de solo, que equivale a 20 t ha?, com base nas recomendacdes

normalmente utilizadas para o cultivo de plantas medicinais (LAMEIRA; PINTO,
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2008). Utilizou-se um solo de area de pastagem, coletado no campus de Cruz
das Almas da UFRB, o qual foi peneirado em peneira de construcao civil, com
aro de madeira e tela de arame galvanizado, malha 8 (abertura 2,79 mm). O solo
foi misturado com as formulacdes de SPC, CO e HM (Tabela 1) e colocado em
vasos de plastico, com dimensdes de 22 cm de diametro e 18,1 cm de
comprimento e capacidade para 3,6 litros. As mudas de manjericdo com 15 cm
de comprimento foram transplantadas para os vasos contendo solo e os adubos
incorporados, conforme os tratamentos ja descritos, e foram mantidas para
crescimento em casa de vegetacdo, com irrigacao por aspersdo, automatizada.

As caracteristicas quimicas do CO, HM e SPC estéo descritas na tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas do substrato pés cultivo (SPC) de cogumelos
(Pleurotus ostreatus), composto organico (CO) e humus de minhoca (HM) usados na
adubacéo de Ocimum basilicum L.

Caracteristicas CO HM SPC
pH 7,5 7,8 6,60
Matéria Organica (%) 21,98 36,46 61,17
Carbono Organico (%) 10,79 18,88 32,61
Nitrogénio Total (%) 1,98 2,29 1,72
Fosforo (%) 0,59 1,09 0,77
Potéssio (%) 1,00 1,10 0,23
Calcio (%) 3,04 1,56 10,44
Magnésio (%) 0,71 0,73 0,51
Enxofre (%) 0,12 0,03 0,20
Relacdo C/N 5 8 19

Parametros avaliados

As avaliagBes biométricas das plantas foram realizadas quinzenalmente,
durante 60 dias. Foram realizadas avaliagbes destrutivas, a cada quinze dias,
utilizando-se duas plantas por tratamento, selecionadas de forma aleatoria em
cada parcela experimental. Aos 60 dias, correspondendo ao término do
experimento, foram avaliadas seis plantas. O crescimento das plantas foi
avaliado por meio de medi¢bes do comprimento da parte aérea (COMP), aferido
com régua milimétrica (30 cm), didametro do caule (DC), aferido com paquimetro

e area foliar (AF) determinada pelo programa Imagem J (MARTIN et al., 2013).
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A cada quinze dias, duas plantas foram removidas dos vasos, cortadas
separando-se as folhas, caules e raiz e determinou-se a AF. Em seguida, foram
colocadas em estufa com circulacao forcada (Solab, modelo SL-102) & 45°C, até
atingirem peso constante, para obtencdo da massa seca da folha (MSF), do
caule (MSC), da raiz (MSR) e total (MST), por pesagem em balanca semi-
analitica (marca Bel, com trés casas decimais). A avaliacdo da MST foi calculada
com base no acumulo total da raiz, caule e folha da planta de manjericdo e o
indice de colheita (IC) foi calculado pela relacdo matéria seca da folha e matéria

seca total.

Extracdo do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacdo, com quatro
repeticbes, no Laboratério de Fitoquimica da UFRB. Trinta gramas das amostras
de folhas secas, das plantas coletadas 60 dias apos o transplante das mudas e
secas a 45°C em estufa de ventilacdo forcada (Solab, modelo SL-102), foram
colocadas em um baldo de vidro de 2 L contendo agua destilada em volume
suficiente para cobertura total do material vegetal, para o0 processo de
hidrodestilacao. Foi utilizado o aparelho Clevenger graduado, acoplado no baldo
de vidro. O processo de extracdo foi conduzido durante 2 horas, contadas a partir
da condensacédo da primeira gota, sendo verificado o volume de 6leo extraido na
coluna graduada do Clevenger. O 6leo essencial foi retirado da coluna do
aparelho Clevenger, com uma pipeta de vidro graduada, com capacidade para 5
mL, e foi armazenado em frascos de vidro cobertos com folha de aluminio, em
geladeira a 4°C.

O teor do 6leo essencial foi calculado (Equacéo 1) a partir da base livre de
umidade (BLU), que corresponde ao volume (mL) de 6leo essencial em relacéo
a massa seca.

Equacéo 1:

TO = Teor de 6leo (%)

VO = volume de o6leo extraido

Bm = Biomassa das folhas

BmxU = Quantidade de umidade presente na biomassa

Bm-(BmxU) = Quantidade de biomassa seca

135



O rendimento de O6leo essencial foi obtido a partir do célculo de

multiplicacéo do teor de 6leo e a massa seca das folhas da planta.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente ao caso, com nove
tratamentos e quatro repeticdes, e cada parcela experimental foi constituida por
doze plantas (uma planta por vaso) com um total de 432 vasos. Os dados foram
comparados pela analise de variancia (ANOVA) e agrupados pelo teste Scott-
Knott, a 5 % de probabilidade, utilizando o programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producao de biomassa de plantas de manjericéo, ao longo do tempo, em
funcdo da adubacdo com SPC individual ou combinado com CO e HM, esta
apresentada na tabela 3. O crescimento das plantas de manjericdo variou entre
os tratamentos e no decorrer do tempo. Na primeira avaliacdo, 15 dias apos o
transplante das mudas, ndo foram observadas diferencas nos tratamentos, para
COMP, AF e MST das plantas de manjericdo. Com relacdo ao DC, apenas 0s
tratamentos C5 e CT tiveram desempenho inferior (Tabela 3).

Com 30 e 45 dias ap0s o transplante das mudas, os tratamentos com SPC
isolado ou combinado com CO e HM proporcionaram os melhores resultados,
seguido dos tratamentos com CO e HM. Ambos, CO e HM, quando combinados
com SPC, proporcionaram respostas semelhantes para COMP, AF e MST em
plantas de manjericao (Tabela 3). Entretanto, aos 30 dias apds o transplante, as
plantas dos tratamentos com CO e HM, ndo combinados com SPC, comegaram
a apresentar sintomas de deficiéncia nutricional (folhas amarelas e crescimento
lento), enquanto nos tratamentos com SPC e suas combinacdes, as plantas
demonstravam maior crescimento e vigor.

Aos 60 dias ndo houve diferenca (p>0,05) entre a utilizacdo do SPC e as
diferentes combinacdes de CO e HM com o SPC, para as variaveis COMP e AF
das plantas de O. basilicum L, com valores superiores aos tratamentos com
100% de CO e HM e o controle. As plantas sem adubacéo (CT) tiveram 0s
menores valores para DC. Relacionado ao ganho de MST, a formulagédo com 50
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% SPC e 50 % CO foi superior estatisticamente aos demais tratamentos, com
valor médio de 10,9 g, proporcionado um incremento de biomassa de 600 %,
quando comparado as plantas do tratamento controle.

Tabela 3. Avaliacao do comprimento, didmetro do caule, &rea foliar e matéria seca total
de plantas de manjericdo (Ocimum basilicum L.), aos 15, 30, 45 e 60 dias apo6s o
transplante de mudas com 15 cm de comprimento, para vasos com 3,5 litros de solo,
adubado com 35 g de substrato pés-cultivo do cogumelo Pleurotus ostreatus (SPC),
composto organico (CO), humus de minhoca (HM) e as formula¢cdes envolvendo
combinacdes destas trés fontes de nutrientes*.

Tratamentos* Comprimento (cm) Didmetro do caule (mm)

15 30 45 60 15 30 45 60
Co 10,35a 29,08b 40,13c 48,48b 295a 4,88a 5,38a 6,50 a
HM 9,04a 27,13b 40,89c 5044b 3,08a 513a 550a 6,50 a
SPC 8,75a 2091c 46,68b 62,24a 3,13a 500a 575a 6,50 a
C1 10,50a 26,10b 51,34a 57,09a 3,25a 500a 6,00a 6,13 a
c2 11,56 a 26,11b 54,85a 59,70a 3,3la 525a 575a 6,00 a
C3 98la 30,53a 49,53a 60,88a 3,06a 450a 5,75a 575a
C4 1248a 33,6la 51,08a 6150a 3,00a 4,06a 550a 6,06 a
C5 10,85a 32,05a 46,33b 5558a 281lb 369b 550a 6,19 a
CT 729a 1254d 24,08d 2444c 263c 313c 3,28hb 3,33b
Ccv 22,6 10,50 937 126 7,08 10,61 12,36 10,40
Tratamentos* Area foliar (cm?2) Matéria seca total da planta (g)

15 30 45 60 15 30 45 60
CO 92,35a 281,69a 405,66b 528,74b 04la 271a 554D 8,86 b
HM 83,87a 308,10a 468,13b 52237b 040a 2,76a 542D 6,84 c
SPC 70,56 a 118,27 c 485,72b 706,43a 040a 108c 4,95hb 9,74 b
C1 87,19a 247,21 a 616,61a 836,49a 045a 2,08b 6,93a 9,18 b
C2 81,72a 189,88b 652,68a 742,56a 0,44a 196b 7,03a 9,94 b
C3 90,29 a 333,73a 671,82a 774,00a 048a 264a 7,24a 1093a
C4 101,44 a 336,89a 612,36a 696,49a 0,53a 3,00a 7,32a 9,99 b
C5 96,48a 346,10a 689,68a 722,54a 0,48a 2,89a 8,08a 9,68b
CT 50,00a 70,31c 15561c 143,01c 0,29a 0,84c 160c 1,82d
Ccv 17,84 19,52 14,82 11,39 19,77 16,26 16,94 7,40

*CO= 100% composto organico, HM= 100% humus de minhoca; SPC= 100% substrato pos
cultivo do cogumelo Pleurotus ostreatus, e as combinacdes dessas trés fontes de nutrientes: C1=
75 % SPC+ 25 % CO; C2= 75 % SPC + 25 % HM; C3=50 % SPC + 50 % CO; C4=50 % SPC +
50 % HM; C5=50 % SPC + 25 % CO + 25 % HM. CT= solo sem adubacéo.

A adubacéo organica promove o aumento da produtividade e melhoria da
qualidade dos produtos agricolas. A adicdo de CO e HM melhora as
propriedades quimicas, fisicas e biologicas do solo, diminuindo a densidade,

promovendo o desenvolvimento radicular, aumentando a capacidade de
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retencdo de agua e liberacao de nutrientes para as plantas (NARDI et al., 2004).
Além dos efeitos na estrutura e propriedades biolégicas do solo, a adubacao
organica estq associada ao aumento da biomassa e atividade microbiana
(MASMOUDI et al., 2020).

Os menores valores de COMP (20,9 cm), DC (3,1 mm), AF (118,2 cm?) e
MST (1,1 g), trinta dias apds transplante das mudas de manjericdo, foram
observados nos tratamentos com SPC, o que pode estar relacionado com a
liberacdo mais lenta de nutrientes. Sabe-se que o SPC é um substrato rico em
nutrientes, como apresentado na tabela 1, mas muitos deles ndo estdo em
formas disponiveis para as plantas, sendo mineralizados lentamente. E
particularmente o caso do nitrogénio (N), fosforo (P) e Potassio (K) (HACKETT,
2015; LOU et al., 2015). Perdas de nutrientes por lixiviagdo foram maiores com
a utilizacdo de esterco de galinha do que com SPC (HOLBECK et al., 2013).
Esses autores relataram que o baixo conteddo de acidos humicos no SPC
atrasou a nitrificagdo do NH4*. Esse fenbmeno pode levar a ocorréncia da
mineralizacdo lenta e sustentavel de nutrientes para as plantas, reduzindo as
perdas de N. As plantas medicinais e aromaticas, assim como outras culturas,
dependem do fornecimento adequado de nutrientes para uma boa produtividade
(CORREA et al., 2010). As plantas de manjericio sdo muito exigentes em N,
sendo este o elemento com as maiores variacdes nas doses estimadas (LIMA et
al., 2020).

A incorporacdo de SPC ao solo e suas combinacdes com CO e HM
promoveu o aumento no teor de matéria organica (MO) (21,43), melhoria na
capacidade de troca cationica (CTC) (75,4%) e soma de bases trocaveis (SB)
(123 %), em relagdo ao solo sem adubacao (Tabela 4). Esses fatores tém grande
influéncia na sustentabilidade, estabilidade, disponibilidade de nutrientes, pH e
a reacgdo do solo e, o aumento na fertilidade do solo reflete na produgéo agricola
(MADEJON et al., 2016). O aumento na MO e melhorias na CTC e SB, também
foram relatados por Masmoudi et al. (2020), ao avaliarem os efeitos da taxa de
aplicacdo de adubo e niveis de CO nas caracteristicas quimicas e fisicas em
diferentes camadas do solo e no crescimento de plantas de manjericdo. Segundo
esses autores, a adubacéo organica melhorou a capacidade de absorcéo de

elementos minerais do solo.

138



Tabela 4. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo ndo adubado no inicio (CT1) e no
final (CT2) do cultivo do manjericdo (Ocimum basilicum L.) e do solo como as adubacdes
organicas*, baseadas nas formula¢cdes com substrato pos cultivo de cogumelos
(Pleurotus ostreatus) (SPC), composto organico (CO) e himus de minhoca (HM), apés
o cultivo do manjericéo.
pH MO P K Ca Mg H+Al SB CTC \%
TRAT* caClz g.dm3® mg.dm- MmOl dm-3-—rmrrreme %
A

CT1 5,6 14 7 <09 14 7 14 22,3 32,9 46,8
CT2 57 14 5 <0,9 14 7 12 21,7 33,7 64
CO 5,6 16 12 1,4 13 9 13 234 364 64
HM 54 17 18 15 12 14 13 27,5 40,5 68
SPC 6,2 15 17 <0,9 36 12 9 486 57,6 84
C1 6,6 16 19 <0,9 39 10 8 49,7 57,7 86
Cc2 6,5 16 18 <0,9 30 10 9 40,6 496 82
C3 6,5 15 16 0,9 26 10 10 36,9 46,9 79
C4 6,3 15 17 0,9 24 10 10 349 449 78
C5 6,2 15 16 1,1 27 10 10 38,1 48,1 79
*CO= 100 % composto organico; HM= 100 % himus de minhoca; SPC= 100 % substrato p6s
cultivo de cogumelos (Pleurotus ostreatus) e as combinagdes dessas trés fontes de nutrientes:
C1=75% SPC + 25 % CO; C2=75 % SPC + 25 % HM; C3=50 % SPC + 50 % CO; C4=50 %
SPC + 50 % HM e C5=50 % SPC + 25 % CO + 25 % de HM. O manijericéo foi cultivado por 60
dias em condi¢bes de casa de vegetagdo, com irrigacdo por aspersdo, apos o transplante de

mudas com 15 cm de comprimento, para vasos com 3,5 litros de solo adubado com 35 g do
adubo organico, de acordo com os tratamentos.

De acordo com Do Carmo et al. (2019), alteracdes positivas foram
observadas nas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo, com
diferentes rendimentos em plantas de manjericdo cultivadas em solo com
compostos organicos enriquecidos com actinobactérias. A fertilizacdo organica
em variedades de manjericdo promove efeitos positivos no desenvolvimento da
planta e teor de 6leos essenciais (BURDUCEA et al., 2018). Segundo Li et al.
(2014), a aplicacédo de CO e HM é uma maneira eficiente de adicionar matéria
organica estavel ao solo, sendo importante na liberacao de N para o solo e sua
absorcdo pelas plantas. No entanto, o CO e HM s&o fontes organicas que
passaram por processo de compostagem, e por esse motivo, apesar da liberacéo
de nutrientes para as plantas ser lenta, o processo de mineralizagdo € mais
rapido, quando comparado ao SPC, principalmente para o nitrogénio, o que pode
explicar os sintomas de deficiéncia de N observados nas plantas produzidas em
solo com CO e HM, apés algumas semanas de cultivo. A disponibilidade mais
lenta de nutrientes do SPC para as plantas pode ter resultado nos valores
inferiores de COMP, DC, AF e MST das plantas cultivadas no solo que recebeu
apenas o SPC, em comparacao com aqueles obtidos nas plantas produzidas no

solo adubado com os biofertilizantes formulados com o SPC combinado com CO
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e HM, até 45 dias de transplante das mudas de manjericdo. Porém, aos 60 dias
apos o transplante, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos com
SPC e com as formulagbes deste com CO e HM, com os melhores resultados
obtidos com a formulagdo C3, composta por 50 % SPC e 50 % CO.

O potencial do SPC como fertilizante e sua utilizacdo em combinagcéo com
adubos de origem organica ou mineral tem sido associado com o0 aumento
significativo do N mineral no solo (Lou et al., 2017). A aplicagcdo mista do SPC
com fertilizantes quimicos promoveu alteracées nas caracteristicas do solo,
favorecendo a imobilizagédo do nitrogénio e reduzindo a lixiviacao deste nutriente
(LOU et al., 2015). O SPC também foi avaliado na fertilizacéo de alface (Lactuca
sativa L.) por Ribas (2009), o qual concluiu que, além de apresentar potencial
para a biorremediacédo de solos, a maioria dos nutrientes do SPC é mineralizada
lentamente pelos microrganismos, sendo liberada de forma lenta para o solo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Roy et al. (2015), avaliando o
potencial do SPC como biofertilizante para o crescimento e melhoria das
caracteristicas de frutos de pimentédo (Capsicum annuum L.).

A adicdo de N no solo aumenta as concentracdes de N foliar, que
promovem maiores taxas fotossintéticas (KHAN et al., 2018). O nitrogénio € um
fator chave que regula as respostas fotossintéticas, por ser um componente
importante da rubisco e de outras enzimas e estruturas fotossintéticas (SUN et
al., 2016; ZHONG et al., 2017). A adicdo de SPC também pode ser uma
importante fonte de microrganismos benéficos a producao vegetal, com potencial
para induzir resisténcia contra doencas (LOPES et al., 2015).

Assim, pode-se considerar o SPC como uma fonte promissora de adubo
organico para a agricultura, principalmente na producéo de plantas medicinais,
com vantagens na melhoria da fertiidade do solo e com menor perda de
nutrientes por lixiviagdo. A composi¢cao quimica dos adubos organicos e do solo
apos a incorporacao destes (Tabelas 2 e 4), contribui para a compreensao do
comportamento das plantas de manjericdo, em funcdo dos tratamentos com as
formulagbes de adubos orgéanicos, no decorrer do ciclo de cultivo desta planta
medicinal (Tabela 3), e demonstra o potencial do substrato SPC para a producéo
dessa cultura.

O P também é um macronutriente essencial para o crescimento das

plantas, mas este € um elemento de baixa mobilidade no solo e, na maioria dos
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solos, encontra-se imobilizado. A disponibilidade de P também foi observada nas
amostras de solo que receberam a aplicagdo do SPC (Tabela 4). O SPC pode
atuar como biofertilizante, fornecendo P para as plantas (LOU et al., 2015), além
de atuar como um condicionador, melhorando a estrutura do solo (NAKATSUKA
et al., 2016). Meng et al. (2018) demonstraram que a adicdo ao solo de esterco
de suinos combinado com SPC pode aumentar os teores de N, P e K, o que
confirma o potencial deste substrato como fertilizante agricola.

A distribuicdo dos assimilados na cultura do manjericdo, ao final do
experimento, esta apresentada na figura 1. As folhas do manjericédo representam
o principal produto de comercializagao dessa cultura, expressando o maior teor
de Oleo essencial e, sendo consumidas in natura e processadas nas industrias
de alimentos e medicamentos, em comparacao com as outras partes da planta
(TAHAMI et al., 2017).

Massa seca (g)
-

CoO HM SPC C1 Cc2 C3 C4 C5

MSF @MSC BMSR

Figura 1. Alocacdo da matéria seca em folha (MSF), caule (MSC) e raiz (MSR) de
plantas de manjericdo (Ocimum basilicum L.), 60 dias ap0s o transplante das mudas
para vasos com 3,5 litros de solo, e adubacédo com 35 g de substrato pés-cultivo de
Pleurotus ostreatus, composto organico, himus de minhoca e combinacdes destes
adubos organicos. CO = composto organico; HM = humus de minhoca; SPC =
substrato pos cultivo de P. ostreatus e as combinacdes das trés fontes de nutrientes:
C1=75 % SPC + 25 % CO; C2=75 % SPC + 25 % HM; C3=50 % SPC + 50 % CO;
C4=50 % SPC + 50% HM; C5= 50 % SPC + 25 % CO + 25 % de HM. CT= solo sem
adubacéo.

No final do experimento, 60 dias apds o transplante das mudas, o maior

acumulo de matéria seca foi observado nas raizes das plantas de manjericao.
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Isso acontece em consequéncia do inicio do amadurecimento foliar, senescéncia
da planta, aumento do sistema radicular em decorréncia da reducédo do teor de
nutrientes e reducgéo da fotossintese, aumentando a respiragcédo (PEIXOTO et al.,
2011). A maior producdo de matéria seca nas folhas foi observada nos
tratamentos com as formulacdes C1 (3,13 g) e C4 (3,01 g), sem diferencas
significativas entre estes tratamentos. Esses resultados solidificam o elevado
potencial da utilizacdo do SPC em combina¢do com CO, como j& observado em
relacdo a producdo de MST (Tabela 3).

N&o foram encontrados estudos relacionando com a alocacédo da matéria
seca em plantas de manjericdo. Entretanto, Ferreira et al. (2004) avaliaram o
crescimento e alocacgéo na planta medicinal Catharanthus roseus L., em funcéo
da adubacdo com esterco organico e a época de colheita. Estes autores
relataram que as doses de adubacdo organica influenciaram no acumulo de

matéria seca nas ramificacdes, folhas, caules e raizes.

Teor e rendimento de 6leo essencial

O teor de 0Oleo essencial de O. basilicum variou entre 1,24 a 1,84 % e néo
houve diferenga significativa entre os diferentes tratamentos e o controle.
Contudo, em relacdo ao rendimento do 6leo essencial, este foi maior nas
plantas adubadas com SPC (4,41 kg ha') e com as formulacdes envolvendo
as combina¢cbes do SPC com HM e CO, com rendimento de 6leo essencial
variando entre 3,93 a 4,97 kg ha, ndo havendo diferencas significativas entre
as mesmas. Esses rendimentos foram superiores aos observados nas plantas
cultivadas em solo com as formulag¢des contendo 100 % de HM e de CO. O
rendimento de 6leo essencial nos tratamentos com SPC e suas combinacdes
com HM e CO, comparado com o tratamento controle, teve incrementos

significativos, chegando a 324,8 % (Figura 2).
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Figura 2. Teor (A) e rendimento de 6leo essencial (B) de plantas de manjericdo
(Ocimum basilicum L.) cultivadas em casa de vegetacdo, em vasos com 3,5 litros de
solo e adubagdo com 35 g de substrato pos-cultivo de Pleurotus ostreatus (SPC),
composto organico (CO), humus de minhoca (HM) e as combinagfes dessas trés fontes
de nutrientes: C1= 75% SPC + 25% CO; C2=75 % SPC + 25 % HM; C3= 50 % SPC +
50 % CO; C4=50 % SPC + 50 % HM; C5= 50 % SPC + 25 % CO + 25 % HM. CT= solo
sem adubacéo.

Segundo Bufalo et al. (2015), a adubacgéo organica pode ser utilizada sem
comprometer o perfil do 6leo essencial de O. basilicum, preservando os
compostos bioativos e as propriedades do 6leo essencial do manjericdo, apenas
alterando o acumulo de massa fresca e seca e de nutrientes na planta. Variacdes
no teor de oleo essencial de 0,91 a 1,30 % e aumentos no rendimento de 21 a

30 %, em comparacédo com o controle, também foram observados por Burducea
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et al. (2018), com fertilizantes organicos e convencionais, no crescimento e
producéo de Oleo essencial de duas cultivares de manjericéo.

A adubacao integrada com diferentes fontes de nutrientes foi avaliada por
Pandey, Patel e Patra (2016). Esses autores avaliaram o efeito de fertilizantes
organicos e quimicos sobre a biomassa, rendimento e composicao de Oleos
essenciais, nutricdo mineral e atividade antioxidante de plantas de O. basilicum,
em condicdes de campo, e obtiveram rendimentos entre 7,12 a 13,35 kg ha’,
concluindo que a adubacéo organica, quimica e a combinacao destas tem efeito
positivo sobre o rendimento de 6leo essencial do manjericao.

Este estudo comprova o potencial de utilizacdo do SPC na adubacao de
plantas de manjericdo, aumentando a producdo de biomassa (Tabela 3) e o
rendimento de 6leo essencial, principalmente com a formulacéo contendo 50 %
SPC e 50 % CO (Tabela 3). Segundo Pandey, Patel e Patra (2016), o aumento
da biomassa de plantas de manjericdo como resultado de adubacao orgéanica é
um dos fatores que geram o maior rendimento de 6leo essencial por unidade de
area, consequéncia direta da absorcdo de nitrogénio pelas plantas de

manijericao.

CONCLUSAO

O substrato pos-cultivo de P. ostreatus tem potencial para ser utilizado na
adubacdo de plantas de manjericdo, com efeito significativo na producdo de
biomassa e rendimento de 6leo essencial. A formulacéo do substrato pos-cultivo
de P. ostreatus com composto organico, nas propor¢des de 75:25 e 50:50
(volume: volume), aumenta a producao de biomassa em plantas de manjericao.
A adubacao individual ou combinada do substrato pds-cultivo de P. ostreatus
com composto organico e humus de minhoca aumenta o rendimento de 6leo

essencial de plantas de manjericéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresenta informacdes relevantes sobre o potencial de
utilizacao de residuos agroindustriais das culturas do sisal, dendé e cacau para
o cultivo do cogumelo comestivel P. ostreatus e a utilizacdo do substrato pés-
cultivo (SPC) na agricultura. Os resultados da producéo das diferentes linhagens
de P. ostreatus, utilizando como substrato os residuos de sisal e dendé,
suplementado com tegumento da améndoa do cacau (TAC), demonstraram
reducdo do ciclo de cultivo, aumento da eficiéncia biolégica e do rendimento,
melhorias nas carateristicas nutricionais, com a presenca de macro e
micronutrientes e todos os aminoacidos essenciais, e aumento da atividade
antioxidante dos cogumelos produzidos. Adicionalmente, o SPC de P. ostreatus
gerado como subproduto do cultivo do cogumelo ostra foi utilizado na adubacéo
de plantas de manjericdo (Ocimum basilicum L.) e apresentou potencial para ser
usado como fertilizante. A producdo de P. ostreatus em substratos compostos
por estes residuos provou ser um processo biotecnolégico que permite a
valorizagdo desses residuos com a producdo de um alimento nutritivo e com
propriedades medicinais, podendo gerar renda e emprego para as populacdes
das regides produtoras dessas culturas, ainda com o0 uso dos seus residuos.
Este processo também pode evitar o seu acimulo de residuos no meio ambiente
e a utilizacdo do residuo pés-cultivo na agricultura atendendo aos requisitos da
economia circular. Portanto, a tecnologia desenvolvida para o cultivo de
cogumelo ostra em residuos agricolas da regido sul e do semiarido da Bahia
podera proporciona beneficios econémicos, ambientais e sociais, com geraao de
renda e melhoria da qualidade de vida do produtor rural, com o melhor

aproveitamento dos recursos naturais.
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