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RESUMO

SANTOS, Thaind Louzada dos. Influéncia das caracteristicas estruturais e da fonte da
matéria organica humificada no crescimento e desenvolvimento dos fungos
Agaricomycetes em condi¢coes controladas. 2022. 76 f. Tese (Doutorado em Agronomia,
Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022.

Fungos agaricomycetes como: Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) e Ganoderma
lucidum possuem propriedades chaves na natureza. Muitos s@o decompositores de substratos
organicos ligno-celuldsicos, outros tem propriedades medicinais e farmacoldgicas. Estes
fungos sdo chaves para a ciclagem de nutrientes, especialmente o carbono e nitrogénio
organicos em diversos ecossistemas, e principalmente de clima tropical. No entanto, a relacao
entre a qualidade estrutural da matéria organica, especificamente os tipos de carbonos da
matéria organica humificada e o crescimento de Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) e
Ganoderma lucidum é escassamente entendida. Esta tese teve como objetivo avaliar a relacao
entre o crescimento e desenvolvimento dos Agaricomycetes P. eryngii, P. strigellus (Berk.) e
G. lucidum em duas fontes estruturalmente diferentes de matéria organica humificada bem
caracterizadas. O crescimento e desenvolvimento (didmetro micelial, corrida micelial, massa
fresca e seca do micélio, densidade micelial e rendimento biolégico) dos fungos foi avaliado
em experimentos com aplicacdio em meio de cultura sélido de substancias himicas (SH)
extraidas de vermicomposto (VC) e turfa. Ambas as SH foram caracterizadas mediante
espectroscopia >*C NMR CP/MAS aliado a quimiometria (andlise de componentes principais -
PCA e curva de resolucdo multivariada -MCR). As SH aplicadas ao fungo possuem
caracteristicas estruturais diferentes, onde as extraidas de VC possuem predominio de C-
alifaticos funcionalizados pertencentes a carboidratos, baixa hidrofobicidade e uma propor¢do
de 90% de carbono celulose/hemicelulose na composicdo. Por outro lado, as SH extraidas de
turfa possuem predominio de C-arométicos correspondentes a fragmentos ligninicos, maior
hidrofobicidade e uma propor¢do de carbono ligninicos de até 80%. Os resultados mostraram
que o crescimento de Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) e Ganoderma lucidum é
dependente do balango C- celuldsicos e C-ligninicos. As SH extraidas de turfa altamente
ligninicas regulam o crescimento do fungo nos momentos iniciais € em outras ocasides inibem
o desempenho biolégico. Contrariamente as SH de VC altamente celuldsicas regulam o
crescimento do fungo em momentos mais tardios assim como seu desempenho biolégico.
Nesta tese foram obtidos resultados que sdo importantes porque servem como base para
compreender a relagdo existente entre os agaricomycetes e a qualidade da necromassa em
ambientes tropicais. Ao mesmo tempo, esses resultados podem contribuir para melhorar a
base dos substratos organicos na producio de cogumelos comestiveis e medicinais.

Palavras-chave: Substiancias humicas. Pleurotus eryngii. Panus strigellus (Berk.).
Ganoderma lucidum. Caracterizagdo quimica. Substratos ligno-celuldsicos.



ABSTRACT

SANTOS, Thaind Louzada dos. Influence of structural characteristics and source of
humified organic matter on the growth and development of Agaricomycetes fungi under
controlled conditions. 2022. 76 p. Thesis (Doctorate in Agronomy, Soil Science). Instituto de
Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, Brazil, 2022.

Agaricomycete fungi such as: Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) and Ganoderma
lucidum have key properties in nature. Many are decomposers of lignocellulosic organic
substrates, others have medicinal and pharmacological properties. These fungi are key to the
cycling of nutrients, especially carbon and organic nitrogen in different ecosystems, mainly in
tropical climates. However, the relationship between the structural quality of organic matter,
specifically the types of carbons in humified organic matter, and the growth of Pleurotus
eryngii, Panus strigellus (Berk.) and Ganoderma lucidum is poorly understood. This thesis
aimed to evaluate the relationship between the growth and development of the
Agaricomycetes P. eryngii, P. strigellus (Berk.) and G. lucidum in two structurally different
well-characterized sources of humified organic matter. The growth and development
(mycelial diameter, mycelial run, fresh and dry mass of the mycelium, mycelial density and
biological yield) of the fungi was evaluated in experiments with application in solid culture
medium of humic substances (HS) extracted from vermicompost (VC) and peat. Both HS
were characterized by ')C NMR CP/MAS spectroscopy combined with chemometrics
(principal component analysis -PCA and multivariate resolution curve -MCR). HS applied to
the fungus have different structural characteristics, where those extracted from VC have a
predominance of functionalized C-aliphatics belonging to carbohydrates, low hydrophobicity
and a ratio of 90% carbon cellulose/hemicellulose in the composition. On the other hand, HS
extracted from peat have a predominance of C-aromatics corresponding to ligninic fragments,
greater hydrophobicity and a proportion of ligninic carbon of up to 80%. The results showed
that the growth of Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) and Ganoderma lucidum is
dependent on C-cellulosic and C-lignin balance. The HS extracted from highly lignin peat
regulate the growth of the fungus in the initial stages and at other times inhibit the biological
performance. In contrast, the highly cellulosic VC HS regulate fungal growth at later times as
well as its biological performance. In this thesis, results were obtained that are important
because they serve as a basis for understanding the relationship between agaricomycetes and
the quality of necromass in tropical environments. At the same time, these results can
contribute to improve the base of organic substrates in the production of edible and medicinal
mushrooms.

Keywords: Humic substances. Pleurotus eryngii. Panus strigellus (Berk.). Ganoderma
lucidum. Chemical characterization. Lignocellulosic substrates.
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1. INTRODUCAO

Os fungos desempenham papéis benéficos no cotidiano como por exemplo a sintese do
alcool e didxido de carbono no processo de fermentacdo que sdo imprescindiveis na produgdo
de bebidas, como o vinho e a cerveja, alimentos, como 0s pdes e massas em geral, e
proporcionam sabor e aroma distintos em diferentes tipos de queijos. Na medicina, a partir do
desenvolvimento de alguns antibidticos, os fungos receberam atencio especial e atualmente
estes microrganismos estdo em evidéncia devido ao crescente mercado de fungos comestiveis.

Em ecossistemas naturais, fungos saprotroficos, principalmente agaricomycetes,
também conhecidos como fungos da podridao branca e marrom (RILEY et al., 2014), atuam
como decompositores primarios, secundarios e tercidrios de biomassa lignocelulésica, onde se
alimentam e reciclam grandes quantidades de carbono sendo também chamados fungos
decompositores de lixo (LDFs) (DIACONO et al., 2006; LYNCH e THORN, 2006).

A mera presenca de macro fungos nos ecossistemas tropicais € um indicativo da
qualidade do equilibrio ecol6gico e da necromassa nesse ambiente. Varias espécies de
agaricomycetes sdo indicadores biolégicos da qualidade da matéria orginica morta e do
funcionamento do ciclo de nutrientes como nitrogénio e carbono (CENCI e SENA, 2011).
Tem sido relatado que a qualidade estrutural do substrato organico depositado € chave para a
regulacdo da decomposi¢cdo do material vegetal no solo independentemente do tipo de
ambiente (BEIDLER et al., 2020) e os fungos sdo mediadores na transformacdo e dindmica
dos compostos organicos (MAILLARD et al., 2020).

Os fungos participam do processo de ciclagem de nutrientes € promovem melhorias
nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, pois a matéria organica € decomposta
com consequente liberacdo de nutrientes. Embora as bactérias sejam mais abundantes na
natureza e participem do furnover de substiancias himicas, em ecossistemas florestais, sua
capacidade de degradar macromoléculas estdveis como 4cidos himicos, e lignina € limitada
(DEHORTER et al., 1992; GRAMSS et al., 1999; MACHNIKOWSKA et al., 2002; FILIP e
TESAROVA, 2004). As bactérias provavelmente conseguem utilizar compostos de baixo
peso molecular, como metabdlitos de 4cidos filvicos (AF) e 4cidos humicos (AH). Os fungos,
por outro lado, sdo os mais eficientes degradadores de substincias humicas (SH), usando
processos secunddrios ou cometabdlicos (Qi et al., 2004).

Os mecanismos de degradacdo lignoceluldsica envolvem uma série de processos no
qual participam diversas enzimas hidroliticas (cellobiohydrosilases, endoglucanases, b-
gluconases) e enzimas oxidativas (lacases, lignin peroxidases, manganese peroxidades (aryl-
alcohol oxidases, aryl-alcohol dehydrogenases, quinona reductases). As enzimas hidroliticas
sdo responsdveis pela degradacdo da celulose e da hemicelulose, e as enzimas oxidativas
participam na despolimerizacdo da lignina (RITOTA e MANZI, 2019).

Os agaricomycetes sdo capazes de interagir e assimilar diretamente o carbono na
forma de SH, por exemplo, Collybia dryophila K209, agaricomyceto amplamente distribuido
em ambiente de floresta, tem mostrado capacidade para transformar até 75% dos AH
formados a partir de serrapilheira em AF de elevada polaridade e baixa massa molecular
(Steffen et al., 2002). Fungos como o Trametes mdxima utiliza as SH como fonte de carbono
para o desenvolvimento de biomassa no crescimento micelial, induzindo a incorporacdo de
fragmentos himicos nos tecidos e ocasionando modificacdes nas células dos fungos,
especificamente na espessura das hifas e da parede celular (KLEIN et al., 2014). A taxa de
mineralizacdo da matéria organica pelos agaricomycetes depende das espécies e da fonte do
carbono. Os fungos Hypholoma fascicular € Gymnopus erythropus mostraram que a
quantidade de lignina e carbono hiimico que ambos os fungos sido capazes de decompor varia



entre 12% e 31% dependendo das caracteristicas e natureza lignocelulosicas do carbono
organico (SNAJDR et al., 2010).

Diante deste cendrio, as pesquisas sobre a relacdo das caracteristicas estruturais e
composicionais da matéria organica humificada e a capacidade para promover a
transformagdo e decomposicdo por parte dos agaricomycetes ainda sdo insuficientes e
dispersos. Para investigar essa relacdo, o presente estudo tem como hipdteses que o
crescimento e desenvolvimento dos agaricomycetes estd relacionado com as caracteristicas
composicionais das distintas fontes da matéria organica humificada (substancias himicas).
Para comprovar a hip6teses apresentada, esta tese teve o seguinte objetivo geral:

Avaliar a relacdo estrutura-propriedade-funcdo de duas substincias himicas obtidas de
fontes diferentes, vermicomposto e turfa, caracterizadas mediante técnicas espectroscopicas
(3C NMR CP/MAS), com o crescimento e desenvolvimento de Pleurotus eryngii, Panus
strigellus (Berk.) e Ganoderma lucidum. Para o alcance do objetivo geral, foram tracados os
seguintes objetivos especificos:

a) Extrair e purificar substancias himicas (SH) de duas fontes de origens diferentes:
vermicomposto e de turfa.

b) Caracterizar as SH obtidas mediante espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear em estado sélido ('*C NMR CP/MAS).

¢) Determinar mediante experimentos de dose vs. respostas, as doses de SH que
regulam o crescimento e desenvolvimento de Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) e
Ganoderma lucidum.

d) Quantificar os parametros de crescimento e desenvolvimento dos fungos: corrida
micelial, massa fresca e seca dos micélios, densidade micelial e eficiéncia bioldgica.

e) Conhecer os padroes estruturais das SH que tem relacdo com os efeitos na nutri¢ao,
crescimento e desenvolvimento desses agaricomycetes.

O estudo foi realizado em duas etapas no Laboratério de Quimica Bioldgica (LQBS)
do Departamento de Solos, Instituto de Agronomia, da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Primeiramente foi realizada a extra¢do e caracterizagdo das substancias himicas de
diferentes origens que consiste em extrair e caracterizar as substincias humicas provenientes
de vermicomposto e turfa com o objetivo de conhecer os principais tipos de estruturas dos
fragmentos carbonados nas SH através da técnica de RMN em estado sélido. Para isto, foi
utilizada a técnica consistente em polarizacdo cruzada (CP) e rotacdo no angulo magico
(MAS).

Em um segundo momento foram analisados parametros de crescimento e
desenvolvimento desses fungos frente aos efeitos das diferentes concentracdes de substincias
himicas. Foram elaborados meios de cultura enriquecidos com substancias himicas de
variadas concentragdes onde foram inoculados tampdes de micélio que serviram de base para
a observacdo e compreensdo do comportamento dos fungos mediante ao uso das substancias
humicas como fonte de carbono.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Substancias Hamicas

As substancias hdmicas (SH) sd3o polimeros heterogéneos provenientes da
transformagdo de biomoléculas através da decomposicdo de residuos vegetais e animais
presentes no meio ambiente (PINHEIRO et al., 2010; BOTERO, 2010; JUNIOR et al., 2001).
Sua composicao varia de acordo com a localizacdo geogréfica, origem e histdria, além de
sofrer influéncia de diversos fatores como solo, clima e vegetacdio (FONTANA, 2009;
ATIYEH et al., 2002; GARCIA et al., 2002).

As SH sdo reconhecidas como um grupo de compostos formados no solo a partir de
um processo denominado como humificacdo. O processo de humificacdo pode ser entendido
como um conjunto de transformagdes quimicas, fisicas e bioldgicas que lhe ocorrem aos
detritos orgéanicos que sdo depositados no solo, sejam de origem vegetal ou animal, que
originam um produto denominado como humus, ou SH. O processo de humificacdo ¢é
especifico para cada tipo de solo e depende em primeira instincia das caracteristicas
estruturais dos compostos organicos depositados no solo, da biota do solo capaz de processar
metabolicamente tais compostos e das condi¢des fisicas, quimicas e bioldgicas do solo
(AGUIAR et al., 2022).

As SH apresentam um padrao estrutural semelhante, independentemente da sua origem
e ambiente de formagado, porém, elas possuem quantidades relativas diferentes de fragmentos
quimicos. Estas diferencas em quantidades de fracdes organicas s@o as responsdveis por gerar
propriedades diferentes. Nesse sentido, as SH possuem semelhangas nas suas fung¢des, mas
com intensidades dessas funcdes distintas. Essa interpretacdo se origina no fato de niao haver
um tipo especifico de processo de humificacdo e sim uma humificacdo para cada fonte de
origem, ocorrendo de maneira especifica em fun¢do das caracteristicas do ambiente local.
Desta forma, os padroes estruturais das SH justificam a existéncia de compostos himicos
capazes de funcionar como indicadores dos mecanismos que ocorrem no meio ambiente
(AGUIAR et al., 2022; ZECH et al., 1997) (Figura 1).

A estrutura das SH tem sido amplamente estudada e varios modelos propostos, mas o
entendimento passa pela interpretacdo de uma organizacdo macromolecular até a organizagao
pseudomicelar em solucdo. No entanto, o grupo de pesquisa de Piccolo e colaboradores
mostraram que as SH podem ser interpretadas a partir de um modelo supraestrutural. A
supraestrutura himica € originada no solo a partir da estabilizacdo dos fragmentos himicos e
compostos mais simples mediante forcas dispersivas fracas ao invés de ligagdes covalentes.
Os fragmentos sdo unidos mediante interacdes hidrofébicas (van der Waals, n-n, CH-n), e
ligacdes de hidrogénio garantem o aumento do tamanho molecular da supraestrutura e
contribui para explicar suas func¢des o solo (PICCOLO, 2001, 2002).
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Figura 1. Representacdo esquemdtica do processo de humificagdo e a importancia da
formagdo das subtancias hiimicas e sua interagdo com os componentes do solo. Fonte:
Aguiar et al., 2022.

Modelos estruturais capazes de descrever o comportamento das SH no seu meio
natural sdo importantes porque permitem entender seus efeitos no solo e em plantas, e
possibilita predizer suas fung¢des. Uma supraestrutura hiimica para as SH atende todos os
pressupostos porque em nivel supramolecular as propriedades quimicas e fisicas ndo se
derivam apenas da presencga ou nao de um tipo de composto e a quantidade presente, sendo da
sua organizagao espacial, seu comportamento no sistema solo como mobilidade, flexibilidade,
capacidade de difusao (CASTRO et al., 2021, GARCIA-MINA et al., 2021).

De fato, as SH possuem na fase aquosa no solo uma arquitetura descrita por uma
disposicdo supraestrutural onde um dominio formando por fragmentos de substancias polares
e de propriedades hidrofilicas estd disposta para a superficie, como um escudo que protege o
dominio interno formado por fragmentos apolares, aromaticos e de propriedades hidrofébicas
(FIZHER et al., 2017).

Em termos operacionais, as fragcdes de SH possuem diferencas estruturais,
fundamentalmente quando obtidas a partir de diferentes origens (BOTERO, 2010). Desta
forma, a classificacdo de suas diferentes fracdes serve como indicador de qualidade da
matéria organica humificada e podem ser obtidas a partir das diferencas em solubilidade,
sendo usualmente subdivididos em acidos fulvicos, humina e 4cidos huimicos (FILHO e
SILVA, 2002). Tal classificacdo permite entender as fragdes himicas como sendo os dcidos
filvicos as fragdes que sdo soliveis a qualquer valor de pH, portanto mais dcidos e com maior
aporte de CTC, ja os 4cidos hiimicos constituem a fra¢do insoldvel a valores de pH inferiores
a 2, e por fim as huminas, que sdo as fracdes insoliveis a qualquer valor de pH (JUNIOR et
al., 2001; BARRIQUELO, 2005).

As diferentes caracteristicas que as substincias hiimicas possuem permitem que elas

desempenhem um importante papel no meio ambiente (SANTOS, 2016). Devido a alta
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capacidade de retencdo de dgua em até 20 vezes a sua massa, as substadncias humicas
conservam o solo contra erosdes, propiciam o aumento da retencdo de calor pelo solo
ajudando a germinag¢do de sementes devido a sua coloracdo tipicamente escura, ao se
combinarem com argilas minerais cimentam particulas do solo em agregados permitindo a
troca de gases e consequentemente a permeabilidade; e fons como NHs*, NOs” POs* e SO4*
sdo produzidos quando a matéria organica é decomposta sendo que estes elementos sdao
considerados nutrientes importantes para o crescimento das plantas (LEAL, 2013; SANTOS,
2005).

Segundo Arend (2010) outra importante propriedade das substancias himicas € a
habilidade de interagir com ions metélicos formando complexos de diferentes estabilidades
devido a sua caracteristica estrutural que apresenta alto teor de grupos funcionais contendo
oxigénio tais como carboxilas, hidroxilas fenélicas e carbonilas (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura bidimensional proposta para os dcidos himicos. Retirado de Filho e Silva,
2002.

2.2 Reino Fungi

O reino Fungi é composto por organismos que podem ser encontrados nos ambientes
mais indspitos, com elevado grau de versatilidade metabdlica sendo capazes de colonizar
diferentes substratos organicos para o seu crescimento incluindo compostos quimicos como
nitrato, amodnia, acetato ou etanol (SILVA e MALTA, 2016; MARZALUF, 1981). Os
representantes deste reino sdo seres vivos eucariontes, heterotréficos sendo classificados
como unicelulares ou pluricelulares, além disto, apresentam um conjunto de hifas, septadas ou
ndo, protegidas por uma parede celular (SILVA e COELHO, 2006).

Os fungos possuem vasta distribui¢ao global com diversidade de formas, modo e ciclo
de vida; ndo apresentam aparatos que os permitem aproveitar a energia solar diretamente para
geracdo de energia e nutrientes, desta forma, sua nutricdo pode ser obtida de diferentes
maneiras (Figura 3). Uma das formas € através da decomposicdo da matéria orginica na
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natureza, sendo chamados de fungos saprébios, permitindo que eles atuem diretamente na
ciclagem de nutrientes, visto que estes organismos assimilam os elementos transformando-os
em substancias mais simples. As substancias degradadas sdao componentes da madeira,
celulose, hemicelulose e lignina, através das quais obt€ém energia para seu crescimento e
reproducdo (SANTOS, 2014; SILVA e MALTA, 2016).

Ja os fungos simbidticos sd@o contrdrios aos saprébios e ao estabelecerem relacao
benéfica com outros organismos recebem nutrientes organicos enquanto oferecem nutrientes
minerais, dgua e protecdo contra agentes nocivos. Existem também os fungos classificados
como parasitas que utilizam a matéria orgdnica de outros organismos como substrato
causando prejuizos a saide e a economia (FRANK, 2019).

( Fungos h
Forma de nuinigio
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Utilizam a matéria organica de Degradam matéria organica Estabelacem relagdes simbicticas
Ouiros OTZANISMOos VIVOS COmo morta em decomposigao COMm OUtros Seres VIvos
substrato
o v
] ]
Micorrizicos Liquens
Vivem associados a raizes de Vivem associados a algas e
plantas cianobactérias

Figura 3. Diferentes formas de nutricdo de fungos. Fonte: Frank, 2019 (adaptado).

Inicialmente os fungos eram considerados pelos taxonomistas como membros do reino
Plantae devido a semelhancas nos seus modos de vida, a partir da descri¢do realizada por
Whittaker, em 1969, os fungos foram reconhecidos como um reino com base na observagao e
caracterizacdo morfoldgica das estruturas vegetativas e reprodutivas que sdo produzidas no
decorrer dos variados estdgios de maturagdo com seguinte utilizacdo de chaves dicotdmicas
(BALDAUF e PALMER, 1993). Atualmente, com a aplicac¢do de ferramentas provenientes da
biologia molecular, como andlises de sequenciamento de DNA, RNA, proteinas e andlise
filogenética, o estudo da diversidade do reino foi complementada significativamente,
favorecendo a diversidade genética dos variados grupos taxondmicos (HIBBETT et al., 2007).

2.2.1 Importancia agricola e ambiental

A agricultura é o conjunto de préticas onde o solo € trabalhado com o objetivo de
cultivar alimentos, criacdo de animais e produc¢do de matéria prima (SOUZA, 2017). No
periodo da revolucdo verde a agricultura sofreu grandes transformagdes com o intuito de
aumentar a produtividade por meio do uso de insumos produzido em escala industrial, uso
massivo de maquinas agricolas para o preparo do solo, uso de agrotoxicos e fertilizagao do
solo. Estas préticas trouxeram grandes avancos no setor industrial agricola e na producao de
alimentos, contudo promoveu concomitantemente o aumento dos problemas ambientais
(SERRA et al., 2016). Dentre os impactos ambientais que o modelo agricola focado somente
na produtividade destaca-se a degradacdo do solo em forma de erosdo, desmatamento,
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poluicdo e salinizacdo influenciando na qualidade, fertilidade e sustentabilidade do solo
(BITTENCOURT, 2010) além de desequilibrios ecolégicos em todo o mundo. Diante desse
cendrio, Duan et al., (2011) relata um crescente interesse na utilizacdo de microrganismos e
macrorganismos na agricultura, devido a busca por alternativas para o uso de insumos
agricolas e o aumento da conscientizag¢do sobre a preservagao do meio ambiente.

Um dos principais problemas mundiais € o escoamento dos residuos agroindustriais e
pecudrios (GARG et al., 2012). De acordo com Ritota e Manzi (2019), em um estudo global
sobre nutricdo, agricultura sustentdvel e desperdicio de alimentos, a populacdo mundial
desperdica em média 37 kg de comida por pessoa. Sendo 1,3 bilhdes de toneladas de
alimentos perdidos no planeta a cada ano, 30% do total produzido. No Brasil, segundo dados
divulgados em 2013, houve desperdicio de 26,3 milhdes de toneladas de alimentos. Isso
representa quase 10% dos alimentos disponiveis, sendo 126 milhdes de toneladas no presente
ano (FAO). Para o gerenciamento destes residuos, diferentes estratégias vém sendo adotadas
mundialmente, por exemplo, a producdo de biogds, digestao aerdbia e anaerdbia, co-digestao
de residuos alimentares que sdo considerados uma fonte de energia renovavel com baixas
emissdes de carbono (MORALES-POLO et al., 2018; ROTOTA ¢ MANZI, 2019). Essas
acodes, contudo, ndo sdo suficientes. Por tal razdo, a producdo de cogumelos a partir de
residuos agroindustriais pode ser uma alternativa viavel a ser adotada nos diferentes paises.

A presenga de diversas fontes de carbono (celulose, hemicelulose e lignina), minerais
e umidade presentes nos residuos agroindustriais favorece o desenvolvimento de
microrganismos (MUSSATO et al., 2012; HASSAN et al., 2018) que sdo a forca motriz por
trds da transformacgdo, degradacdo e mineralizacdo do carbono. Nesse sentido, podem ser
utilizados em processos de fermentacdo em estado sélido (NIKAEEN et al., 2015) e usados
como substrato pelos cogumelos por possuirem um sistema de “bateria” complexa capaz de
degradar materiais lignocelulésicos (ALTAF et al., 2010), abrindo a porta de multiplas
aplicacdoes dos processos de fermentacdo da matéria organica em estado sélido. A
fermentacdo em estado sdlido (SSF) € definida como um processo mediado por
microrganismos cultivados em particulas sélidas na auséncia (ou quase auséncia) de dgua
livre (STAJIC” et al., 2013). O substrato resultante do SFF ¢ um material sélido que atua
como suporte fisico e fonte de energia e nutrientes, com a umidade suficiente para permitir o
desenvolvimento e o metabolismo de microorganismos, como fungos, leveduras e bactérias
(STAJIC et al., 2013; AKPINAR & UREK, 2014).

Embora as bactérias sejam mais abundantes na natureza e participem do turnover de
substancias himicas, em ecossistemas florestais, sua capacidade de degradar macromoléculas
estdveis como AH, e lignina € limitada (DEHORTER et al., 1992; GRAMSS et al., 1999;
MACHNIKOWSKA et al., 2002; FILIP e TESAROVA, 2004). As bactérias provavelmente
conseguem utilizar compostos de baixo peso molecular, como metabdlitos de AF e AH. Os
fungos, por outro lado, sdo os mais eficientes degradadores de SH, usando processos
secunddrios ou cometabdlicos (QI et al.,, 2004). Em ecossistemas naturais, fungos
saprotroficos, principalmente agaricomycetes, também conhecidos como fungos da podridao
branca e marrom (RILEY et al., 2014), atuam como decompositores primdrios, secundarios e
terciarios de biomassa lignocelulésica, onde se alimentam e reciclam grandes quantidades de
carbono (DIACONO et al., 2006; LYNCH e THORN, 2006).

Os mecanismos de degradacdo lignoceluldsica envolvem uma série de processos no
qual participam diversas enzimas hidroliticas (cellobiohydrosilases, endoglucanases, b-
gluconases) e enzimas oxidativas (lacases, lignin peroxidases, manganese peroxidades (aryl-
alcohol oxidases, aryl-alcohol dehydrogenases, quinone reductases). As enzimas hidroliticas
sdao responsaveis pela degradacdo da celulose e da hemicelulose, e as enzimas oxidativas
participam na despolimerizacdo da lignina (RITOTA e MANZI, 2019).



O fungo P. eryngii pertencente a classe agaricomycetes possui um potente sistema
ligninolitico extracelular que consiste em alcool arilico oxidase (AAO), manganés peroxidase
(MnP) e lacase (Lac), (ALTAF et al., 2010). Devido a essa habilidade unica das enzimas
oxidativas ndo especificas para reagir com uma variedade de compostos arométicos, os fungos
da podridao branca tém sido apontados como o grupo mais eficiente de microrganismos
degradadores de substancias himicas (HOFRICHER e FRITSCHE, 1996; GRAMSS et al.,
1999). Provavelmente, o primeiro estudo demonstrando a participa¢ao de fungos da podridao
branca em processos de degradacdao de AH provenientes de solos podzdlicos foi publicado por
Burges e Latter (1960). Posteriormente Stevenson (1994) também relacionou os processos de
atividade de degradacdo fungica de agaricomycetes com o branqueamento de AH. Autores
como Cohen e Gabriele (1982) mostraram que os fungos Trametes versicolor e Poria
monticola (fungos de podriddo marrom) eram capazes de degradar e solubilizar o carvao
lignito, e por meio de andlise infravermelha revelaram as diferencgas entre o lignito original e
o produtos soluveis.

2.2.2 Cultivo e aplicabilidade

O Brasil destaca-se por possuir uma das maiores biodiversidades do planeta, isso
representa um grande potencial biotecnoldgico a ser estudado e explorado (BEKAI, 2010). Os
progressos na exploracdo geral de fungos em Florestas Tropicais sdo limitados
(HAWKSWORTH, 2004), bem como nos estudos da diversidade de agaricomycetes presente
nos ecossistemas brasileiros (HAWKSWORTH e LUCKING, 2017). O conhecimento sobre
os cogumelos comestiveis e seus usos no Brasil acompanham a cadéncia das pesquisas, tendo
ainda muito a ser descoberto pelo potencial oferecido pelos biomas, especialmente
considerando dois hotspots de biodiversidade importantes, o Cerrado e a Mata Atlantica, que
ocorrem na regido tropical do pafs (MAIA et al., 2015; HAWKSWORTH e LUCKING,
2017).

Nos ultimos anos tém surgido redes de grupos de pesquisas, € aos poucos tém se
ampliado, e isso se reflete na descri¢do de novas espécies de cogumelos (MAIA et al., 2015).
Atualmente no Brasil, hd um incremento do interesse na exploracdo e cultivo de espécies
nativas ou comerciais que podem ser potencialmente produzidas fora do meio natural
(ISHIKAWA et al., 2017; SILVA-NETO et al., 2019; ISA, 2019). Os fungos apresentam
grande potencial econdmico, visto que, sdo utilizados na preparacao e producdo de alimentos,
produtos naturais com atividades microbianas, drogas anticancerigenas, vitaminas e
antibidticos, influenciando no bem estar e qualidade de vida de diferentes organismos
(Finchan, 1989).

A cultivo dos fungos possui longa tradi¢cdo no Sudoeste Asidtico, e a partir do século
XVII expandiu-se para a Europa, Estados Unidos e Canadd (SANCHEZ e ROYSE, 2001).
Segundo Rollan (2003) era frequente no século passado a colheita de cogumelos encontrados
em troncos de arvores caidas, que eram naturalmente inoculadas através dos esporos que eram
libertados pelas espécies de cogumelos existentes no meio, bem como colhidos no préprio
solo. Atualmente os sistemas de cultivo se ddo em ambientes controlados, permitindo que se
obtenha cogumelos ao longo de todo ano, com ciclos de producdo mais curtos. O que resulta
em maior produtividade e melhor qualidade do produto, sem necessidade de instalagdes muito
especificas e dispendiosas. Além disso, permite reciclar diferentes residuos agricolas,
agroindustriais e horticolas os quais servirao de substrato para o desenvolvimento dos fungos
(RAMOS et al., 2004; MODA et al., 2005; MOURA, 2008).

Os cogumelos comestiveis sdo apreciados por seu valor nutricional, medicinal e
gastrondOmico hd muitos anos. Estima-se que “as pedras de cogumelos” da Guatemala sdo as



primeiras reproducdes de fungos realizada pelos homens, datando de 3000 a.C, onde estes
organismos eram usados em rituais misticos e medicinais (MOLITORIS, 1994).

Na antiguidade os cogumelos eram servidos aos farads como iguarias, ja para os
gregos € 0s romanos estes organismos eram considerados alimento principal em suas famosas
orgias (FRANK, 2019). O consumo de cogumelo ¢ uma velha tradicdo nos paises asiaticos,
nos séculos passados os cogumelos eram cultivados pelos japoneses sobre troncos em
decomposicdo. Os chineses utilizavam madeira e palhas decompostas. Na Europa os
cogumelos eram cultivados em bosques ao ar livre ou em cavernas. Todavia, todos esses
processos sdo considerados lentos, resultando na demanda de mais tempo para que a parte
comestivel ou o basidioma frutifero se desenvolvesse (URBEN, 2004).

Os cogumelos comestiveis mais cultivados no mundo sdo: Agaricus bisporus
(champignon ou portobello), seguido do Lentinula edodes (shiitake), Pleurotus ostreatus
(cogumelo ostra), Auricularia auricula (cogumelo orelha de judeu) e Volvariella volvacea
(cogumelo palha) (REIS, 2019). J& o cogumelo considerado mais difundido pelos
exportadores € o nativo Agaricus brasiliensis conhecido como cogumelo do sol. Este
cogumelo ganhou notoriedade na midia japonesa apds andlises laboratoriais comprovarem
que sua composi¢ao apresenta moléculas capazes de aumentar a imunidade de pacientes com
cancer além de conter efeitos anticarcinogénicos (EIRA, 2003; ORSINE et al., 2012).

No Brasil, a producao de cogumelos iniciou-se em 1950 com a chegada de imigrantes
asidticos e europeus. Os imigrantes japoneses € chineses sdo 0s pioneiros no pais ao
utilizarem o cultivo com a técnica Jun-Cao produzindo cogumelos em palha, madeira ou
serragem. Ja os europeus se diferenciaram no cultivo quanto ao uso de substrato
(compostagem) e a espécie cultivada (BONONI, 1999). De acordo com Pergher (2016) tanto
os imigrantes asidticos quanto os europeus trouxeram para o Brasil ndo s6 técnicas do
processo produtivo, mas também, as linhagens e um material genético modificado; somadas a
estes fatores encontram-se as dificuldades iniciais com as matérias primas locais, clima e
adaptacgdo das linhagens.

A comercializacdo de fungos encontra-se em expansdo e tem movimentado um
mercado promissor devido aos seus beneficios relacionados aos nutrientes oferecidos, bem
como propriedades medicinais, com isso, faz-se necessdria a busca por uma produgdo
eficiente e sustentdvel (ANPC, 2019). Para o sucesso de sua producdo, € necessirio o
alinhamento de conhecimentos cientificos como de experiéncia pratica, na produ¢do de meios
de cultivo alternativos, o controle ambiental adequado especialmente com relacdo a
temperatura e troca de gases, em sistemas adaptados para climas tropicais. Outro fator
limitante € o uso de substratos adequados, assim como a relacdo C/N, que atenda as
exigéncias nutricionais de cada espécie e que permitam seu cultivo. Os substratos devem ser,
de preferéncia, oriundos das cadeias produtivas agricolas locais, agroindustriais e pecudrias,
onde possam ser reutilizados todos esses residuos organicos disponiveis nas propriedades dos
agricultores, como capins, restos de culturas, compostagens ou extratos de origem orgénica.
Uma maneira de atender esse mercado € o enriquecimento dos substratos com residuos
agricolas lignoceluldsicos com a finalidade de favorecer e estimular o desenvolvimento do
fungo obtendo melhor eficiéncia bioldgica, rendimento além de dar destino a um material que
antes seria descartado gerando polui¢do e impactos ambientais (FASIDI e KADIRI, 1993;
OWALID et al., 2015).

Atualmente a produtividade nacional ainda se encontra longe do desejado, quando
comparado a China que é a maior produtora mundial (FRANK, 2019). A América do Norte e
a Europa também apresentam uma cultura de consumo de cogumelos muito superior ao
Brasil. Todavia, um dos maiores obstaculos encontrados no Brasil é decorrente do clima, que
na maior parte do ano e na por¢do do pais é excessivamente quente, visto que a maioria das
espécies e linhagens cultivadas no pais € de origem europeia e asidtica (REIS, 2019).



2.3 Filo Basidiomycota (Agaricomycetes)

Popularmente conhecidos como cogumelos, orelhas de pau, bolores, bufa de bolo,
trufas, mofos entre outros, os agaricomycetes representam uma das maiores classes de fungos
(LIPRELI, 2012; SARTORI, 2011). Este filo é caracterizado por ser capaz de produzir
esporos (basididsporos) sexuadamente em uma estrutura denominada basidio e a fase
vegetativa € denominada micélio que € composto por muitos filamentos septados
denominados hifas (MOREIRA NETO, 2006). Estima-se que aproximadamente 30.000
espécies compdem o filo basidiomycota o que corresponde a 37% do nimero de fungos
verdadeiros descritos, € no Brasil, estima-se um nimero em torno de 8.897 espécies
(SARTORI, 2011). A intensa mudanca na classificacdo ocorrida nos ultimos anos impede a
exatiddo no ndmero de espécies dos principais grupos (CAPELLANI et al., 1998; SARTORI,
2011).

Os agaricomycetes desempenham papel biol6gico fundamental no meio ambiente, pois
sdo responsdveis pela ciclagem de nutrientes participando principalmente do ciclo do carbono
bem como contribuindo para a manuten¢do do ciclo do nitrogénio, fésforo e potdssio
(MOREIRA NETO, 2006). Desta forma, eles sdo de grande importancia agricola e ecoldgica,
mantendo o equilibrio do ambiente, pois, decompdem restos vegetais, degradam substancias
toxicas, auxiliam as plantas a crescerem e se desenvolverem contra microrganismos
patogénicos (SILVA e MALTA, 2016).

Dentre os residuos ricos em matéria organica que os agaricomycetes sao capazes de
degradar destacam-se os denominados lignoceluldsicos que apresentam composi¢do que pode
variar de acordo com o material proveniente, possuindo de 10 a 20% de lignina, 20 a 30% de
hemicelulose e 50% ou mais de celulose. Estes fungos sao os tinicos capazes de metabolizar a
molécula de lignina convertendo-a em gas carbdnico e dgua sendo 0s maiores responsaveis
pela degradacdo dos tecidos vegetais (PEDROSO, 2003; SIMOES, 2015).

2.3.1 Cogumelo rei ou cogumelo do cardo — Pleurotus eryngii

Pleutorus eryngii ¢ um cogumelo saprofito, comestivel muito consumido no
Mediterraneo, Europa Central, Asia, Africa do Norte e Turquia apresentando excelentes
caracteristicas organolépticas, propriedades medicinais, além de potencial para diferentes
aplicacdes biotecnoldgicas e ambientais (ANDRINO et al.,, 2011; LEWINSOHN, 2002;
KNOP et al., 2015). Conhecido popularmente como cogumelo do cardo ou cogumelo rei, P.
eryngii pertence ao género Pleurotus que sdo eficientes na modificacdo e degradagdo da
lignina devido a producdo de enzimas extracelulares como lacases (fenol oxidases), lignina
peroxidase e manganés peroxidase, permitindo que esses organismos sejam chamados
habitualmente de fungos de podriddo branca (MARTINEZ et al., 2005).

Devido as caracteristicas supracitadas, os fungos deste género vém sendo utilizados na
degradacdo da matéria organica de origem agricola e consequentemente direcionando o
cultivo para uma solucao sustentdvel e de melhor utilizacdo desses recursos, além disto, o
restante do material orginico deixado pelos fungos apresenta melhor digestibilidade na
alimentacdo bovina quando comparado ao material nio colonizado (LABARERE e BOIS,
2002). Azevedo (2000) produziu P. eryngii, L. sajor-saju e L. edodes em condi¢des
controladas com residuos lignocelulésicos em seis diferentes composicdes para avaliar a
producdo, a eficiéncia bioldgica e a digestibilidade “in situ” do composto para que 0 mesmo
fosse utilizado como alimentag@o para o gado. Concluiu-se que alguns residuos influenciaram
beneficamente a eficiéncia biolégica dos fungos e que no quesito digestibilidade o P. eryngii
apresentou melhor relevancia.
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De acordo com Ranzani & Sturion (1999) todos os cogumelos pertencentes ao género
Pleurotus possuem todos os aminodcidos considerados essenciais, com teor proteico na faixa
de 42 a 66%, seu consumo ¢ indicado para pacientes hipertensos, visto que um estudo
realizado por Manzi et al. (1999) determinou que nestes organismos sdo encontradas
abundantes concentracdes de potdssio, enquanto o sodio estd presente em baixas
concentracdes. Gaitdn-Hernandez (2005) avaliou trés cepas in vitro do P. eryngii em
diferentes meios de cultura para que fosse determinada sua adaptacdo a diferentes
suplementos, foram realizados testes de frutificacdo em plantas piloto para observar as
caracteristicas morfolégicas e mensuracdo da produtividade. O estudo concluiu que os
processos de preparacdo, suplementacdo e tratamento térmico do substrato sdo fatores
determinantes para o processo produtivo desta espécie dando, desta forma, inicio a uma série
de pesquisas que buscou encontrar as melhores condi¢des para a producido comercial no
México.

Com o objetivo de determinar a produtividade de trés espécies diferentes de Pleurotus,
Ramos et al. (2011) cultivaram P. ostreatus, P. sajor-caju e P. eryngii em palha de trigo e
avaliaram o comportamento das mesmas frente a diferentes atmosferas. Concluiu-se que a P.
ostreatus € a mais produtiva, porém, P.eryngii produziu cogumelos de maiores dimensoes,
menos frageis e mais resistentes pds-colheita; observou-se também que os cogumelos ao
serem embalados tiveram melhor estabilidade e conservagdo com reduzida atividade
fermentativa e fendmenos de senescéncia. Em contrapartida, ainda existe um longo caminho
para que o cultivo de P. eryngii atinja o nivel de produtividade considerado 6timo, visto que,
associada a essa cultura existe uma série de patologias causadas por virus e bactérias que
podem influenciar a produtividade resultando em sua reducao (RO et al., 2007; GONZALEZ
et al., 2009).

Ao biodegradar residuos da producdo agricola, alguns fungos acumulam vestigios de
metais em concentragdes muito superiores a outras culturas agricolas (LEPSOVA e
MEIJISTRIK, 1988). Segundo Vural (1993) os metais pesados apresentam toxicidade mesmo
em baixas concentracdes sendo de suma importancia estudos que avaliem os possiveis danos
causados a saude pela ingestdo de cogumelos que acumularam estes elementos. Analisando o
conteido de metais pesados presentes em P. eryngii cultivados em diferentes residuos
agricolas Akyiiz e Kirbag (2010) ressaltaram que os resultados variam de acordo com o meio
de cultura e que os elementos Cr, Cd, Co, Ni e Pb, ndo foram encontrados em niveis
considerados significativos.

A aplicacdo medicinal do género Pleurotus spp. esta em crescimento devido a diversas
propriedades terapéuticas. Pois, os polissacarideos que sdo extraidos dos agaricomycetes
frescos s@o tteis no desenvolvimento de novas drogas antitumorais (MIZUNO e ZHUANG,
1995). Em seus estudos Kim et al. (2006) constataram que o metabolismo 6sseo, em ratos
com osteoporose foi amplificado com o uso de extrato retirado do basidioma de P. eryngii,
resultando na formacgdo de osteoblastos. Entretanto, relatam que se faz necessdrios novos
estudos para que sejam descritos os componentes que estariam atuando neste processo.

A atividade antitumoral e imunomodeladoras do polissacarideo PEPw extraido do P.
eryngii foi testado em camundongos portadores de cancer renal por Yang et al. (2013). Nesse
estudo foi observado que houve reducdo significativa dos volumes dos tumores nos
camundongos tratados com PEPw de maneira dependente da dose, além disto, este
polissacarideo influencia na ativacdo do efeito cascata de respostas imunes celulares e
tumorais, desta forma, os resultados sdo uteis para que sejam desenvolvidos novos
medicamentos e alimentos funcionais. Entretanto, o mecanismo pelo qual a PEPw induz esses
efeitos, bem como a utilidade clinica em terapias com cancer ainda nao sdo bem conhecidos
necessitando de estudos mais aprofundados.
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2.3.2 Panus — Panus strigellus (Berk.)

Panus strigellus € um cogumelo comestivel de origem amazdnica produtor de variados
metabodlitos secunddrios biologicamente ativos e decompositor de madeiras podres ou
enterradas, onde normalmente € encontrado sob vegetacdo densa e em dareas abertas
(ISHIKAWA et al., 2009). Antigamente o P. strigellus foi considerado como sindnimo de P.
lecomtei, porém, as duas espécies sdo consideradas distintas baseando-se em caracteristicas
micromorfolégicas (PEGLER, 1983). O fungo em questdo possui a sinonimia de Lentinus
strigellus Berk. mas, o epipeto “strigellus” é considerado mais antigo e a combinacdo P.
strigellus é valida (VARGAS-ISLA, 2012).

Uma amostra coletada por Prince (1973) no estado de Roraima, localizado no Brasil, é
considerado um inusitado registro sobre a comestibilidade de P. strigellus e estd depositado
no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA) (VARGAS-ISLA,
2012). Porém, comparado com outros cogumelos comestiveis, o P. strigellus é considerado
como membro do grupo dos cogumelos medicinais (LIN et al., 2004). Autores como Mendes
et al. (2014) desenvolveram um trabalho onde avaliaram a influéncia de diferentes
comprimentos de onda na produc@o de biomassa e na produ¢ao de compostos antimicrobianos
de P. strigellus, visto que, a luz afeta o desenvolvimento dos fungos em diferentes aspectos.
Suas conclusdes foram de que ndo ocorreu influéncia da luminosidade na formagdo de
biomassa do fungo, somente na formacdo dos primérdios de frutificagdo influenciado pelo
comprimento de onda referente a cor azul; quanto a atividade antimicrobiana, percebeu-se
maior atividade nos tratamentos com a luz vermelha e na auséncia de luz em detrimento da
luz azul que apresentou menor atividade microbiana.

A temperatura € outro fator de forte influéncia no crescimento e desenvolvimento dos
fungos (VARGAS-ISLA e ISHIKAWA, 2008). Com base nessas informag¢des, Chaves et al.
(2011) avaliaram o efeito da temperatura de incubagdo no crescimento micelial e na atividade
microbiana de P. cf. strigellus, incubados a 25 e 35 °C. Foi observado que a 35 °C a biomassa
micelial do fungo € maior, porém, a producdo de metabdlitos antimicrobianos ocorre apenas
no desenvolvimento do fungo em temperatura de 25 °C. Autores como Silva et al. (2012)
avaliaram o quanto a produ¢do de biomassa micelial e a atividade microbiana de P. strigellus
sdo influenciados por diferentes meios de cultura onde foi confirmada a influéncia desses dois
fatores de estudo analisados bem como o direcionamento para o uso de meios de cultura
alternativos com resultados positivos e promissores.

2.3.3 Cogumelo do imperador — Ganoderma lucidum (Fr.)

Ganoderma lucidum é um basidiomiceto utilizado hd mais de 2000 anos na medicina
chinesa tradicional, tendo relatos da sua existéncia em antigos manuscritos (SEO e KIRK,
2000). Sao produzidos e consumidos tradicionalmente nos paises asidticos, sobretudo no
Japao, China e Coréia, entretanto, em diferentes paises da América e Europa a produgdo e o
consumo encontram-se em ascensdo (URBEN et al., 2004). No Japao o G. lucidum é
conhecido como “Reishi” ou ‘“Mannentake” sendo tratado como “ervas da boa fortuna e da
longevidade”, na China é chamado de “Lingzhi” ou “Cogumelo da Imortalidade”. Ja no
Brasil, esse cogumelo é denominado “Cogumelo do Imperador”’, “Cogumelo Rei” ou
“Cogumelo Brilhante” (ROLIM, 2006).

O fungo G. lucidum é conhecido milenarmente como agente promotor da saide devido
ao seu potencial em exercer importantes atividades farmacoldgicas, especialmente como
agente imunomodelador, antitumoral, hipocolesterolémico e antioxidantes, possibilitando o
desenvolvimento e aplicacio em novos farmacos e produtos nutracéuticos (WACHEL-
GALOR et al., 2004). Estas aplicacdes se ddo devido a uma série de substincias quimicas
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como polissacarideos, conferindo ao fungo as atividades bioldgicas e o uso terapéutico
supracitados (ROLIM, 2006). O alto poder farmacolégico do G. lucidum € devido a
compostos incluindo proteinas, esteroides, triterpendides, alcaloides, enzimas, lactonas, sais
minerais, dcidos organicos e 4cidos graxos, ja o seu poder nutrac€utico se deve ao fato deste
fungo conter baixas calorias e ser rico em vitaminas, quitina, proteinas e sais minerais
(URBEN et al., 2004).

Devido ao crescente mercado de consumo de G. lucidum se faz necessario o cultivo
para atender a demanda, visto que, o encontrado na natureza ndo € o suficiente. Com o intuito
de se produzir em escala que atenda o mercado, diversos estudos vém sendo desenvolvidos
buscando novos e mais eficientes métodos de cultivos, resultando no crescimento da producao
e de estimulo para a sintese dos compostos terapé&uticos (BAO et al., 2002; TANG e ZHON,
2003; HSIESH et al.; 2005). De acordo com CHIU et al. (2000) a variedade de compostos
com diferentes atividades bioldgicas que sdao extraidos do micélio, corpos de frutificacdo ou
esporos estdo relacionados a efeitos antitumorais.

Os autores Muruyama et al. (1989) foram responsdveis por um dos primeiros relatérios
publicados analisando os efeitos antitumorais do G. lucidum. Nesse estudo observou-se que o
extrato aquoso do fungo foi capaz de inibir o crescimento do sarcoma murino 180 no tecido
subcutdneo de forma substancialmente eficaz; este resultado foi justificado devido a uma
fracdo rica de carboidratos que foi obtida através da técnica de cromatografia de troca idnica
que produziu efeitos significativos quando os animais foram inoculados intraperitonealmente.
Ja Rubel (2006) desenvolveu o cultivo submerso de G. lucidum testando diferentes varidveis
fisico-quimicas buscando obter a produ¢cdo médxima de polissacarideos, a proposta do estudo
foi pesquisar a atividade imunomodeladora, antitumoral e hipolipidémica em camundongos
que consomem a racdo suplementada com o fungo. Foi concluido que o G. lucidum ¢é
considerado uma importante fonte de principios ativos, quanto ao seu potencial terapéutico
nesse caso, contudo sdo necessarios estudos mais aprofundados.

Buscando compreender a influéncia de uma dieta enriquecida com um complexo
contendo G. lucidum em pacientes com diferentes tipos de cadncer em tratamento com
quimioterapia e/ou radioterapia, os autores Zhung et al. (2009) concluiram que houve
diminui¢do da leucopenia e neutropenia além do retardo na diminui¢do da contagem de
linfécitos CD4 e células NK sendo este fato atribuido pela atividade dos polissacarideos
presentes no fungo. Entretanto, o complexo utilizado na dieta foi preparado com outros
fitoterapicos impedindo concluir que efeito final foi devido ao G. lucidum.

Em seu estudo para analisar e comparar a eficiéncia bioldgica e o rendimento de sete
linhagens de G. lucidum cultivadas em substrato a base de serragem de eucalipto, Viana
(2014) concluiu que entre as diferentes linhagens ndo houve diferencial estatistico entre a
eficiéncia bioldgica e o rendimento. Em outro momento foi quantificado as concentracdes de
B-glucanas, fendlicos totais e proteinas nos basidiomas das linhagens cultivadas com um
composto de 80% de serragem e 20% de farelos de trigo e soja onde observou que a
concentracdo das substancias analisadas sofreu interferéncia das linhagens bem como nao ¢é
constante a relacdo direta das substancias em questao.

Baseando-se nos conhecimentos prévios de que a B-glucana extraida do G. lucidum
causa mudancas benéficas na microbiota de camundongos, Castro (2020) desenvolveu um
estudo com o objetivo de determinar a importancia da modulagdo da microbiota bacteriana
pelo fungo G. lucidum em modelos murinos experimentais de colite e doenga de Parkinson
induzidas. A dieta dos animais foi suplementada com a substancia extraida do fungo
demonstrando resultados promissores relacionados a reduc¢do de diferentes patologias
intestinais, ja em relacdo ao Parkinson, outros estudos e modelos se fazem necessarios para
uma melhor compreensao.
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2.3.4 Ecologia dos Agaricomycetes

Os fungos decompositores, por sua prépria natureza, esgotam continuamente o0S
recursos organicos em que crescem e se alimentam. Portanto, eles dependem de uma
disseminag@o continua e bem-sucedida para novos recursos (BODDY e HISCOX, 2016). Nos
ecossistemas terrestres, os recursos sdo distribuidos de forma heterogénea no espago e no
tempo (BODDY, 1984; 1999). Ainda segundo Boddy e Hiscox (2016), os processos de
chegada e disseminacdo sdo, portanto, cruciais para o sucesso dos fungos saprotréficos. Apds
a chegada a um recurso, sua habilidade competitiva determina se eles sao bem-sucedidos na
colonizacdo e por quanto tempo eles retém aquele territério. Em vista do grande numero de
fungos decompositores e da variedade de material organico que estd disponivel para eles se
alimentarem estes organismos desenvolveram uma série de estratégias de historia de vida
diferentes para lidar com o ambiente em que habitam; os trés fatores principais s@o estresse
(selecionado por S), perturbacdo (selecionado por R ou ruderal), incidéncia de competidores
(selecionado por C) ou uma combinagdo destes (COOKE e RAYNER, 1984; BODDY e
HEILMANN-CLAUSEN, 2008) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas que definem as estratégias de histéria de vida de espécies ruderais,
combativas e tolerantes ao estresse.

Caracteristicas Ruderal - R Combativo - C Tolerante ao estresse — s

Tolerancia a estresses
especificos
. . (temperaturas extremas,
Crescimento répido; . . i .. e
. baixa disponibilidade Habilidade antagbnica
Atributos captura de recursos .
L de dgua, pH contra concorrentes
primdrios

extremamente baixo ou
alto, produtos quimicos
alelopéticos)

Germinagio e

. . ‘. Particularmente ndo é
Taxa de crescimento crescimento rdpido de  Algumas vezes lento

lento
esporos
Capacidade [Habilidade Ampla habilidade Ampla habilidade
enzimatica relativamente estreita
Substrato utilizado Fa(‘jﬂme’nte Mais recalcitrante Mais recalcitrante
assimilavel

Continua...
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Continuacdo da Tabela 1.

Caracteristicas Ruderal - R Combativo - C Tolerante ao estresse — s
o . Mais tarde no ciclo de Mais tarde no ciclo de
Tempo de No inicio do ciclo de . .
~ . vida, algumas vezes vida, algumas vezes
reproducio vida 1 .
esporddico esporddico
Relacao: Biom X L . . . . .
clagao: blomassa Répido e substancial ~ Relativamente baixo Relativamente baixo
Reproducao
c A . . . Persistente enquanto o A persisténcia depende da
Persisténcia dentro Baixo; facilmente quat pers! p
o estresse especifico capacidade de capturar e
do recurso substituido c
permanece defender o territério

Fonte: Boddy e Hiscox (2016), adaptada.

A variabilidade temporal entre os tempos de chegada das espécies também mostrou
influenciar as taxas de decomposi¢ao da madeira (FUKAMI et al., 2010). A variabilidade no
tempo ou quantidade de propdgulos que se dispersam para um determinado local parece ser
um mecanismo importante para gerar variabilidade nas interagdes bidticas (FUKAMI et al.,
2007; CHASE, 2010). A variacao espacial e temporal na abundancia de corpos de frutificacdao
de cogumelos estd bem estabelecida a partir de pesquisas de campo. No entanto, devido ao
esforco e especializacdo taxondOmica exigidos, tais levantamentos sdo frequentemente
limitados a visitas raras a areas relativamente restritas (EGLI et al., 2006; GANGE et al.,
2007; ROBERTSON e BRANDYS, 2011; PEAY e BRUNS, 2014).

2.3.5 Agaricomycetes e seu papel como decompositor

Os agaricomycetes sdo encontrados em diferentes ambientes como solo, dgua, plantas,
animais, ser humano e em detritos orginicos. Sdo popularmente conhecidos como bolores,
mofos, orelhas-de-pau e cogumelos, os fungos se alimentam de substancias organicas de
origens variadas, como folhas caidas, restos de animais mortos e outros residuos organicos, de
forma que atuam como decompositores, reciclando os constituintes da matéria organica que
compoe os seres vivos (SANTIAGO et al., 2010). Sabe-se de longa data que em ecossistemas
florestais os fungos sdo os principais decompositores de celulose e lignina, os componentes
primdrios da madeira. A producdo de biomassa em um ecossistema florestal ¢, em grande
parte, encontrada por fungos degradadores de madeira que sdo responsdveis por determinar as
taxas de nutrientes liberados e seu retorno ao ecossistema apds a morte das arvores (AGUIAR
et al., 1969).

Os fungos da decomposicdo da madeira sdo fundamentais para a degradacdo da
lignocelulose recalcitrante e, portanto, para o ciclo global do carbono (HISCOX et al., 2018).
Com aproximadamente 80 Tg de carbono sequestrado na biomassa lenhosa anualmente
(LUYSSAERT et al, 2010, BELLASSEN e LUYSSAERT, 2014), compreender os
mecanismos subjacentes a dindmica da comunidade desses fungos € crucial para compreender
totalmente os processos de decomposicdo e para modelar a fungcdo do ecossistema e a
resiliéncia as mudancas ambientais (BARDGETT et al., 2008, CHAPIN et al.,, 2009,
MCGUIRE e TRESEDER, 2010).

A competi¢c@o parece ser o tipo mais comum de interacdo entre os agaricomycetes em
decomposicdo da madeira impulsionando o desenvolvimento da comunidade em recursos
lenhosos em decomposi¢do. Seus micélios colonizam recursos organicos solidos e utilizam
seus nutrientes, de modo que a competi¢do por territério e nutrientes nao pode ser
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individualizada. As interagdes podem ocorrer a distancia, apds o contato no nivel das hifas
(micoparasitismo) ou apds o contato no nivel do micélio (BODDY e HISCOX, 2017,
BODDY, 2000).

2.4 Relacao entre o Cultivo de Agaricomycetes e Drenagem de Carbono

Uma das formas mais vidveis de cultivar cogumelos com eficdcia é a utilizacdo de
material lignocelulento de origem local, que muitas vezes é um residuo da agricultura e da
exploragdo madeireira (PAULLI, 1996; BUSWELL e CHANG, 1994; CHANG e WASSER,
2017). Segundo Pavlik et al. (2020), as condi¢des de cultivo, como composi¢do do substrato,
luz, temperatura e composicao quimica, fisica e bioldgica do ar t€ém impacto significativo na
qualidade dos corpos frutiferos. Entretanto, as informacdes sobre a produgdo de CO:2 por
cogumelos cultivados em condi¢des naturais ou de laboratério sao bastante escassas. Ainda de
acordo com o autor, a quantificacdo objetiva do efluxo de CO» durante o processo de cultivo é
fundamental, considerando a necessidade de cultivo em grandes quantidades de corpos
frutiferos, o que indubitavelmente terd um impacto significativo no meio ambiente. Artigos
cientificos que tratam da respiracdo micelial de espécies individuais de fungos estdo focados
principalmente na producio de CO; por fungos de madeira morta (HERRMANN e BAUHUS,
2012; KAHL et al., 2015).

As informagdes sobre a respiracdo micelial sdo importantes ndo apenas devido a
quantificacdo do carbono emitido na atmosfera devido aos processos de decomposi¢do da
madeira, mas também como informacdes necessarias aos agricultores que cultivam e utilizam
para a demanda de alimentos e medicamentos. Sabe-se que o micélio necessita de alta
concentracdo de CO2 no momento do supercrescimento do substrato. Porém, durante a fase
primordial de crescimento, € necessario reduzir a concentragao de CO> no ambiente por meio
de ventilacdo intensa (STAMETS, 2000; GOLIAN et al., 2015).

Segundo Pavlik et al. (2020) a respiracdo € um reflexo da atividade metabdlica do
micélio durante seu desenvolvimento e as abordagens metodoldgicas para a determinagao da
taxa de respiracdo do micélio ainda ndo foram claramente estabelecidas. Portanto, uma
pesquisa focada em fatores ambientais, dinamica temporal e abordagens metodoldgicas para
quantificacdo da respiracdo micelial se faz necessdria para uma estimativa mais precisa da
contribuicdo dos fungos para o ciclo global do carbono, bem como orientagdo para o
planejamento da agricultura de alta tecnologia.

2.5 Capacidade Produtiva dos Agaricomycetes

Os fungos comestiveis silvestres sdo um importante recurso socioecondmico em
muitas regides do mundo. Mais de 2.000 fungos sd@o conhecidos por produzir esporocarpos
comestiveis (BOA, 2004). Em virtude disso, na ultima década, o valor de mercado, a demanda
do consumidor e o interesse no manejo de florestas para produtos ndao madeireiros
aumentaram (DfAZ—BALTEIRO et al. 2003; PILZ, et al. 1999). De acordo com Royse et al.
(2017), o consumo global de cogumelos, de 1993 a 2013, aumentou de 1 para 4,7 kg (peso
fresco) por pessoa ao ano. O mercado de cogumelos foi avaliado em cerca de 63 bilhdes de
dolares em 2013, dos quais apenas 8% foram representados por cogumelos selvagens. A
producdo global de cogumelos comestiveis cultivados aumentou cerca de 30 vezes desde
1978, para cerca de 34 milhdes de toneladas anuais. A China € de longe o maior produtor de
cogumelos do mundo, respondendo por cerca de 87% da produgdo global em 2013.

De acordo com a Associacdo Nacional dos Produtores de Cogumelos, no Brasil, o
consumo per capita de cogumelos é de aproximadamente 160 g por ano, muito abaixo de
paises Asidticos, como a China, onde o consumo per capita é de 8 kg por ano (ANPC, 2018).
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O Censo Paulista de producdo de cogumelos comestiveis e medicinais, realizado por Gomes
et al. (2016), aponta que a maior parte dos produtores nacionais estd localizada no estado de
Sao Paulo, com uma estimativa de pouco mais de 500 produtores neste estado, empregando
ao menos 5000 individuos, com uma producdo anual de 1.062.008 toneladas, gerando uma
receita de R$ 21.240.017,00 por ano. Os autores ressaltam que os dados nacionais sdo dificeis
de serem reunidos, em virtude da fragmentacdo da cultura e por esta ser relativamente recente.

Este fato é evidenciado pelo Brasil ndo aparecer entre os maiores paises produtores
segundo a FAO (Figura 4), sendo que de acordo com o censo previamente citado, a producdo
nacional anual colocaria o pais logo abaixo da China. Portanto, trata-se de um produto de
grande importancia econdmica e social, sendo uma alternativa de complementacido de renda
ou até mesmo a principal atividade de diversos produtores pelo mundo, empregando milhares
de individuos (MARTINS, 2019).

Alemanha | 72.797.5
India I 87.123

Reino Unido I 99.7325

Franga I 100.522,5

Canada I 131.706.,5

Paises

Espanha I 153.527.5
Polbnia . 296.656
Holanda - 300.000
EUA - 424 .556,5
China _ 7.674.518
ﬁ 2.000.000 4.000.000 6.000.000 8.000.000 1G_GDID_DDD

Produtividade (toneladas/ano)

Figura 4. Os dez maiores paises produtores de cogumelos, em toneladas/ano, no periodo de
2016-2017. Fonte: FAO (2019), adaptado por Martins, 2019.

Este recurso ndo € apenas uma fonte de alimento, mas também pode ser um importante
gerador de renda em dreas florestais rurais, se usado corretamente (BARROETAVENA et al.,
2008; BOA, 2004). Inclusive, os cogumelos comestiveis também representam a base de
multiplos produtos feitos pelos fabricantes, assim como os medicamentos, e sdo a fonte de
uma nova onda de turismo resultante de programas recreativos ligados a natureza
(MARTINEZ-PENA et al., 2011). Praticamente todas as espécies cultivadas de cogumelos
tétm um estilo de vida saprotréfico, o que significa que sdo decompositores de matéria
organica. O cogumelo cultivado lider mundial é o Lentinula edodes, seguido pelos Pleurotus
spp., que sdo as espécies de cogumelos mais populares nos paises ocidentais (RAHMANN et
al., 2017).

Em média, cerca de 5 kg de substrato de cogumelo gasto sdo produzidos por kg de
cogumelos (FINNEY et al., 2009). Portanto, uma vez que 34 milhdes de toneladas de
cogumelos s@o produzidos globalmente por ano, a quantidade de substrato gasto pode ser de
aproximadamente 170 milhdes de toneladas (ROYSE et al.,, 2017). No entanto, Stamets
(1993) fala de uma proporcdo de 2:1 de substrato gasto para cogumelos (Pleurotus spp.), sem
especificar se isso € com base no peso seco ou no peso fresco (FINNEY et al., 2009). A falta
de clareza sobre esse assunto na literatura sobre cogumelos € totalmente surpreendente
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(GRIMM e WOSTEN, 2018). A quantidade e qualidade do substrato de cogumelo gasto como
composto depende dos ingredientes do substrato, espécie de cogumelo cultivado e método de
cultivo. O cultivo de uma tnica espécie de cogumelo nao resultard na decomposicdo completa
dos materiais. O cultivo de vérias espécies de cogumelos em sucessdo no mesmo substrato ou

posterior compostagem do substrato de cogumelos usado resultard, entretanto, na producdo de
solo fértil (STAMETS, 1993).

2.6 Biomassa Produzida por Agaricomycetes

Os fungos sdo onipresentes na natureza € possuem vias bioquimicas exclusivas para
assimilar uma vasta gama de substratos disponiveis (PAPASPYRIDI et al., 2010). Os
basidomicetos apresentam respostas fisioldgicas ao meio ambiente, geralmente especificas da
cepa. H4 uma alta variabilidade para a producdo de biomassa micelial, exopolissacarideos e
antioxidantes entre diferentes espécies e até mesmo entre cepas da mesma espécie, tornando-
se essencial avaliar as espécies e cepas separadamente para identificar fungos com potencial
biotecnolégico (UMEO et al., 2015; 2020).

A producdo de biomassa micelial é considerada mais segura do que os basidiocarpos,
pois eles podem acumular pesticidas e metais pesados de substratos agroindustriais (VIEIRA
et al., 2013, YOKOTA et al., 2016). A bioacumula¢do de metais nutricionais na biomassa
micelial de cogumelos comestiveis e medicinais € uma alternativa de fonte mineral nio
animal associada as atividades funcionais e medicinais dos agaricomycetes (UMEO et al.,
2020). Além disso, a bioacumulacdo de fons é maior na biomassa micelial do que os
basidiocarpos (YOKOTA et al., 2016). O cultivo de biomassa micelial pode produzir
compostos bioativos em um periodo mais curto e controlado do que o cultivo de cogumelos
(ALMEIDA et al., 2015). Assim, a biomassa micelial € uma alternativa para a bioacumulacao
de metais nutricionais e farmacéuticos, como zinco (MARCANTE et al., 2014), litio (FARIA
et al., 2018, 2019) e ferro (ALMEIDA et al., 2015).

Para os cogumelos, o aumento da concentragdo de metal no meio de cultura aumenta a
capacidade de bioacumulacdo. Além disso, alguns metais podem afetar o rendimento de
alguns compostos, como cobre que induz a atividade de lacase, litio que reduz a produgao de
biomassa micelial e ferro que reduz a producdo de cogumelos e a atividade antioxidante
(UMEO et al., 2020, BELLETTINI et al., 2019, VALLE et al., 2015, FARIA et al., 2018,
2019, YOKOTA et al., 2016). Inclusive Jung et al. (2003) investigaram o efeito de frutas
desbastadas, macga, péra e péssego no crescimento micelial do Pleurotus spp., encontrando
rendimentos de biomassa superiores aos encontrados no meio controle. Autores como Matute
et al. (2011) relataram que a biomassa micelial de Ganoderma lucidum também acumulou
zinco de maneira dependente da dose e que a concentracdo de zinco foi fortemente inibidora
para o crescimento da biomassa micelial.

A maior capacidade do basidiomiceto de bioacumular ferro em comparacio ao zinco
pode estar relacionada a alta demanda de ferro nos processos metabdlicos. Embora o ferro
seja essencial para o metabolismo dos fungos, em altas concentragdes ele pode liberar radicais
livres que causam inibicdo enzimadtica, deslocamento ou substituicdo de fons e ruptura da
membrana que afetam o metabolismo e a reproducao dos fungos (GADD, 2007). Além disso,
pode ocorrer uma orientagdo energética do metabolismo para produzir compostos protetores
ao ferro e, portanto, reduzir a energia utilizada para o crescimento dos fungos (HAAS, 2003),
o que explicaria a reducdo do crescimento da biomassa micelial no meio de cultivo com
adi¢do de ferro ou zinco.

Raramente € possivel separar totalmente a biomassa do fungo do substrato, devido ao
crescimento interno do fungo no substrato. A massa do substrato também muda com o tempo,
devido a decomposicdo e consumo do substrato pelo fungo. Consequentemente, a biomassa
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fingica nao pode ser determinada diretamente, mas deve ser estimada com métodos indiretos
(STEUDLER e BLEY, 2015). A biomassa pode ser determinada indiretamente usando
métodos fisicos e bioquimicos (KRISHNA, 2005; BHARGAYV et al., 2008). Estas técnicas
sdo normalmente baseadas na quantificacio de componentes especificos de células
encontrados em fungos, ergosterol (KLAMER e BAATH, 2004), glucosamina (SCOTTI et
al., 2001; DESGRANGES et al., 1991), quitina (MATCHMAM et al., 1985), 4dcidos nucleicos
e proteinas (OOIJKAAS et al., 2000), acidos graxos fosfolipidicos especificos de fungos
(PLFA) (KLAMER e BAATH, 2004) e esporos e conidios (DESGRANGES et al., 1991;
STAHL et al., 1999). Alternativamente, podem ser usadas estimativas do contetido total de
carbono ou do conteiido de dgua intracelular da biomassa fungica (LARROCHE e GROS,
1992, OOIJKAAS et al., 2000). Outra abordagem é baseada em medicdes de atividade
bioldgica, como taxa de respiracdo, atividade enzimética, atividade imunoldgica (ANAND e
RATI, 2006), taxas de producdo de metabdlitos, consumo de nutrientes e ATP (LARROCHE
e GROS, 1992, DESGRANGES et al., 1991, KRISHNA, 2005; MATCHAM et al., 1985;
REESLEV et al.,, 2003, KRISHNA, 2005; SHANKARANAND e LONSANE, 1994,
DESGRANGES et al., 1991).

Nesta linha de raciocinio, além dos indicadores anteriores, a biomassa tem sido
também estimada e por vezes com sucesso limitado, medindo as propriedades fisicas como
mudancas na temperatura, condutividade, composi¢ao do gés, comprimento e diametro das
hifas ou por inspecdo visual usando vérias técnicas baseadas em microscopia de
estereomicroscopio, microscopia eletronica de varredura e microscopia de epifluorescéncia
(STAHL et al., 1999, KRISHNA, 2005, DAVEY et al., 1991, KRISHNA, 2005, STAHL et
al., 1999, COURI et al., 2006, NOPHARATANA et al., 2003). Autores como Steudler e Bley
(2015) obtiveram estimativas de biomassa de Trametes hirsuta, com base no conteido de
glucosamina, significativamente menores do que os valores de biomassa determinados
gravimetricamente € permaneceram em um nivel relativamente constante de
aproximadamente 15 mg ao longo do experimento, exceto para o micélio de trés dias, para o
qual a biomassa calculada foi muito maior (46,4 mg) do que a biomassa medida (7 mg). A
influéncia pronunciada da idade do micélio nos resultados da medi¢cdo de biomassa pela
quantificacdo de glucosamina observada nesse estudo também foi descrita por Matcham et al.
(1985).

Outros estudos tém mostrado resultados diferentes, Scotti et al. (2001) e Desgranges et
al. (1991) ndo detectaram impacto significativo da idade do micélio na estimativa de biomassa
com base no contetido de glucosamina. Uma possivel razdo para esses resultados conflitantes
€ o uso de diferentes microrganismos. Assim como no estudo de Matcham et al. (1985), com
cultivo de cogumelos (7. hirsuta e Agaricus bisporus), Scotti et al. (2001) usaram um
zigomiceto (Cunninghamella elegans) e Desgranges et al. (1991) usou um ascomiceto
(Beauveria bassiana). Ao contrario dos basidiomcycetes, 0s ascomycetes € os zigomycetes
esporulam sem formar corpos frutiferos (STEUDLER e BLEY, 2015). Ainda de acordo com
esses autores, os basidiomas sdo geralmente excluidos das determinagdes de biomassa de
agaricomycetes, portanto, as amostras de biomassa normalmente nio incluem quaisquer
esporos. Consequentemente, a producdo e concentracdo dos componentes da parede celular
serdo diferentes entre os trés tdxons. Enquanto o uso de agaricomycetes reduz o impacto da
esporulagdo na andlise de biomassa, o uso de outros tdxons pode ter outros beneficios.

As estimativas de biomassa com base no numero de nucleos de fungos foram mais
semelhantes aos valores determinados gravimetricamente para amostras de micélio de sete
dias de idade. Para micélios mais antigos, os valores estimados foram consistentemente
menores do que os valores determinados gravimetricamente. Tal como acontece com as
estimativas baseadas no contetido de dcido nucleico, e por razdes semelhantes, esses valores
diminuiram com o aumento da idade do micélio. No entanto, essa tendéncia pode ser
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corrigida por meio de uma etapa de calibrag¢do adicional, conforme descrito por Steudler et al.
(2014).

Outros estudos também descobriram que os valores de biomassa, obtidos por todos os
métodos aplicados (Figura 5), tem interferéncia do meio ou substrato através de seus teores de
nutrientes, degradabilidade e impurezas, influenciando assim, diretamente no crescimento do
fungo, ou seja, a biomassa total, os niveis de componentes celulares e as atividades
metabdlicas sdo todos afetados pelo substrato (OOJIKAAS et al., 1998; DESGRANGES et
al., 1991; KLAMER e BAATH, 2004). Portanto, as estimativas de biomassa com base no
conteido de 4cido nucleico sdo influenciadas pelas atividades metabdlicas relacionadas ao
substrato das células fungicas, além da biomassa. Ademais, o substrato afeta ndo apenas a
formagao da biomassa fingica e, portanto, a abundancia de componentes celulares, mas
também a quantificacdo desses componentes (por meio dos chamados efeitos de matriz).
Existem dois tipos de efeitos de matriz: interferéncia de componentes no substrato diferentes
dos compostos-alvo e interferéncia resultante da presenca de compostos-alvo no substrato

(STEUDLER ¢ BLEY, 2015).
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Figura 5. Comparacdo dos valores de biomassa (a) calculados usando o teor de ergosterol
(tridangulos abertos), nimero de nucleos (tridngulos sélidos), consumo didrio de oxigénio
(linha continua) e produgdo diaria de di6xido de carbono (linha tracejada) e atividade
enzimatica lignolitica (b) de lacases (circulos sélidos) e peroxidases nao especificas
(circulos abertos), conforme usado para avaliar o crescimento de 7. hirsuta cultivado em
silagem de milho por 14 dias a 28 °C (n = 5). Fonte: Steudler e Bley, 2015.

Outros estudos estimaram a producdo de biomassa indiretamente por meio da
determinac¢do do teor de glucosamina (PAPADAKI et al., 2019). O contetddo de glucosamina
das cepas do Pleurotus spp. variaram de 18,5 a 20,3 mg. g de biomassa seca, o que foi
significativamente maior do que estudos anteriores (3,6 mg. g!) para P. ostreatus cultivado
em cascas de amendoim (MISHRA e KUMAR, 2007). Este método tem sido amplamente
aplicado para determinar a produ¢do de biomassa durante a fermentacao de varios cogumelos,
incluindo Lentinula edodes, Pleurotus spp., Ganoderma spp. € Morchella spp. (ECONOMOU
et al., 2017; PAPADAKI et al., 2019; PHILIPPOUSSIS et al., 2011).

Geralmente, o contetido de glucosamina na massa micelial depende do meio, espécies
de fungos e das condicdes de cultura (PHILIPPOUSSIS et al., 2011). Assim a produgdo da
enzima foi afetada pelo modo de fermentacdo no processo de bioconversao do bagaco de uva
por Pleurotus spp. O rendimento satisfatério de cogumelos e efici€éncia bioldgica foram
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observados no caso de P. pulmonarius, comprovando que o bagaco de uva pode ser um
substrato alternativo para o cultivo de cogumelos (PAPADAKI et al., 2019). Qualquer
pesquisa futura poderia se concentrar na otimizacdo dos pré-tratamentos de aquecimento do
bagaco de uva, visando a atividades enzimdticas e rendimentos de cogumelos mais elevados
(KARPE et al., 2014). Outra questao relevante sdo os dias necessdrios para o crescimento
total do micélio. De acordo com Diamantopoulou et al. (2019), P. ostreatus demonstrou maior
taxa de crescimento (Kr = 1,5 mm/dia) e producdo de biomassa sobre as cepas de P. eryngii.
As cepas de P. ostreatus 144, 140 e P. eryngii 166, 173-176 foram os colonizadores mais
rapidos e, na maioria dos casos, os produtores da quantidade méxima de glucosamina (valores
médios 250-290 mg.g! d.w.). Excepcionalmente, P. ostreatus 137 produziu 450 mg.g"!' d.w.
em serragem de choupo.

J4 o estudo de Vargas-Isla (2012) demonstra que houve diferencas significativas entre
os isolados de Panus strigellus no meio de cultura de amido e tween avaliados durante cinco
dias de cultivo. A maior biomassa seca foi obtida em meio de cultura de amido (Figura 6),
devido a decomposicao de alguns biopolimeros, celulose, amido e hemicelulose que fornecem
carbono e energia para o crescimento (BALDARIAN, 2008). As hifas secretam enzimas que
quebram materiais insoldveis, como celulose e lignina na madeira e os convertem em
acucares simples que se difundem de volta para as hifas fungicas, onde sdo absorvidos
(PRZYBYLOWICZ e DONOGHUE, 1990).
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Figura 6. Cultivo de isolados de Panus strigellus em meios de cultura enzimético sélidos em
cinco dias de crescimento micelial a 35°C. (A) crescimento micelial (cm/dia); (B)
biomassa seca (g/placa). Os resultados representam a média de cinco repeticdoes. Médias
com a (s) mesma (s) letra (s) mindscula (s) ndo sdo significativamente diferentes entre os
isolados e as médias com a (s) mesma (s) letra (s) maidscula (s) ndo sao
significativamente diferentes entre meios de cultura enzimaéticos (p <0,01) pelo teste de
Tukey. Fonte: Vargas-Isla, 2012.

Todavia, nem sempre foi detectada uma correlagdo entre a producdo de biomassa e os
diversos substratos. Outros estudos relataram que a taxa de crescimento e a produgdo de
biomassa foram negativamente relacionados (PHILIPPOUSSIS et al., 2011, PHILIPPOUSSIS
e DIAMANTOPOULOU, 2012). Para palha de trigo e cevada e aveia, houve uma relagao
linear entre a quantidade de glucosamina e a taxa de crescimento de micélio, enquanto o
residuo de algoddo com uma das menores taxas de colonizagdo (Kr médio = 1,01 mm. d'!)
apresentou uma das maiores producdes de biomassa (Gluc média = 280,25 mg .g”! dw)
(DIAMANTOPOULOU et al., 2019).

Os resultados de um estudo realizado com Ganoderma lucidum mostram que 0S
fatores pH, agitacao e aeracdo interferem na varidvel resposta biomassa e, portanto, valores de
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otimizacdo podem ser levados em consideracao (Figura 7) (AGUDELO-ESCOBAR et al.,
2017).
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Figura 7. Estimativa da superficie resposta para biomassa. (A) pH varidvel e aeracdo em
agitacdo constante de 160 rpm; (B) pH varidvel e agitacdo com aeracdo constante de 1,0
vvm; (C) aeragdo e agitacdo como varidveis e pH constante de 5,5; (D) valores de
otimizacdo para varidvel de resposta para biomassa. FONTE: Agudelo-Escobar et al., 2017.

Foi relatado pelos autores Agudelo-Escobar et al. (2017) que o aumento da producgdo
de biomassa de G. lucidum foi obtido pelo uso de combinacdes de valores médios para
aeracdo e valores mais baixos para pH dentro da faixa avaliada. Esses resultados confirmam
que altos valores de agitacdo combinados com valores médios de aeragdo ou mesmo altos
valores de aeracdo favorecem a producdo de biomassa. A Figura 8D demostra a combinagdo
dos niveis dos fatores aeracdo, agitacdo e pH dentro das faixas avaliadas, com as quais o
maximo da producdo de biomassa seria alcancada. Para obter um valor de biomassa de 6,73 g.
L' em cultura submersa, deve-se estabelecer um pH de 4,5, aeracdo de 1,17 e agitagdo de 200
rpm.

Muitos fatores afetam o cultivo de biomassa, incluindo pH, velocidade de agitacao,
taxa de transferéncia de oxigénio, concentracdo de glicose e temperatura (AHMAD et al.,
2013; ESPINOSA-ORTIZ et al., 2016; WU et al., 2016). Portanto, para melhorar o cultivo de
biomassa, onde os parametros-chave interagem entre si de maneira complexa, a metodologia
de superficie de resposta representa a solucao mais eficaz (CHANGTSAI e HOUNG, 2006;
YUANCHI e ZHANG, 2012; AHMAD et al., 2013; SUPRAMANI et al., 2019).

2.7 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A matéria organica encontrada no solo é considerada um dos maiores reservatdrios de
carbono organico do planeta sendo de suma importancia a compreensdao quimica dos
processos e complexos existentes neste local possibilitando a avaliacdo precisa de diferentes
interacdes ecoldgicas (PICOLLO et al., 2008). O estudo espectroscopico da matéria organica
do solo (MOS) bem como de amostras biolégicas fornece importantes informacdes sobre a
caracterizacdo do carbono organico existente em suas estruturas moleculares. Dentre os
métodos conhecidos destaca-se a espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN)
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que consiste em uma forma de espectroscopia de absor¢do como acontece no infravermelho
ou no ultravioleta (FONTANA, 2006).

O RMN baseia-se na capacidade de uma amostra absorver radia¢do eletromagnética a
uma determinada frequéncia de acordo com a natureza dos nucleos presentes € as
caracteristicas estruturais da molécula (SILVERSTEIN et al., 1994). Esta técnica vem sendo
utilizada em estudos referentes aos nicleos de 'H, '3C, *'P, ’'N e Al (MARTIN NETO et al.;
2007) tanto em amostras solidas quanto liquidas além de apresentar vantagens como nao ser
destrutiva para amostras solidas preservando-as para outras andlises além de poder ser
realizado em amostras com pouco ou nenhum tratamento prévio (SIMPSON et al., 2011,
SILVA, 2001). Segundo NOVOTNY et al. (1999) o desenvolvimento e expansdo da técnica
de RMN !*C vem acompanhando os avangos obtidos no campo da instrumentagfio permitindo
maior utilizacdo e confiabilidade para a ciéncia do solo desempenhando um papel
significativo e central no futuro da pesquisa ambiental.

A utilizagio de técnicas de 'C RMN em estado sélido permite conhecer as
caracteristicas estruturais das substancias organicas. No caso das SH, é possivel identificar na
regido do espectro entre 0-45 ppm, a presenga de carbono alifatico ndo funcionalizag¢do e na
regido entre 45 - 60 ppm, a presenga de metoxilas e polipeptideo (Caiquii-O,N). A regido entre
60-110 ppm € tipica de carboidratos. A regido entre 60-90 ppm representa as estuturas tipo -
*C-OH de fragmentos tipo celulose e hemicelulose e lignina (Caiquii-O). Picos na regido de 90
— 110 ppm pertencem a C-anomérico de carboidratos (Caiqui-di-O) e C2 em estruturas de
guaiacil e siringil. Os picos de 110 — 140 ppm sdo atribuidos a carbonos arométicos nao
funcionalizados (Caromaticos-H,R) pertencentes a C1 de fragmentos de lignina siringil e
guaiacil. Na regido entre 140-160 ppm, sdao observados picos atribuidos a carbonos
aromaticos funcionalizados (Caromaticos-O,N). A regido entre 160-185 ppm tem picos intensos
pertencentes aos carbonos carboxilicos (-Ccoon), € a regiao entre 185-230 ppm ¢é atribuida aos
carbonos carbonilicos (Cc=0) de aldeidos e cetonas (GARCIA et al., 2020; SIMPSON et al.,
2002; KEELER et al., 2006; SONG et al., 2008) (Figura 8).
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Figura 8. Espectros '°C NMR caracteristico de um 4cido hiimico extraido de um solo
organico do estado de Rio de Janeiro, Brasil. Os picos foram assinalados de acordo com

Keeler et al. (2006). Fonte: Garcia et al., 2020.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local e Condicoes Experimentais

O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de Quimica Biolégica do Solo
(LQBS), do Departamento de Solos, Instituto de Agronomia, da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro. A caracterizacdo das SH foi realizada na central analitica, no Instituto de
Quimica, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.1.1 Origem da matriz fiingica e multiplicacao

Os isolados dos fungos Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) e Ganoderma
lucidum (Figura 9A, 9B, 9C) utilizados neste estudo foram obtidos a partir de cogumelos
correspondentes de cada espécie (Figura 9). Todas as espécies foram cultivadas nas salas
microbiologia e estufas de producdao do Laboratério de Quimica Biolégica do Departamento
de Solos, Instituto de Agronomia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sob
condi¢des controladas de temperatura 24 °C e humidade relativa de 90-95%. Os fungos aqui
estudados foram depositados na micoteca do laboratério onde as culturas puras sao mantidas
rotineiramente em camara fria, em meio batata dextrose agar (BDA) sob refrigeracao de 2-4
C. Todas as espécies objeto de estudo utilizadas nesta tese, assim como o projeto estio
registradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdénio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético) com nimero de
cadastro: ADSFEFF.

T ool

Figura 9. Imagens dos cogumelos, A) P. eryngii; B) P. striguellus; e C) G. lucidum, obtidos
na estufa do laboratério, sob condi¢des de temperatura e umidade controladas e usadas
para a obtenc¢ao dos isolados usados no experimento.

3.1.2 Cepa fiingicas e producao de indculos (spawn)

Os procedimentos usados foram conduzidos de acordo com os métodos descritos por
Hsu et al. (2018). A matriz inicial dos fungos utilizados foi obtida de um isolado de um
cogumelo correspondente de cada espécie comercial procedente da cidade de Sao Paulo,
Brasil, e selecionada pelo vigor e velocidade de crescimento dentre outros isolados cultivados
em meio BDA. Posteriormente, fragmentos do micélio isolado e puro foram usados para a
obten¢do do inéculo (spawn) transferidos para potes de vidro com tampas furadas e filtro
micropore para permitir a troca de gases, que continham o substrato proprio de spawn.

Os substratos do spawn foram elaborados com sementes de trigo orgénico certificado,
procedentes do Sul do Brasil, cozidas durante 30 minutos mais 1% de CaCOs3 e autoclavadas a
121°C e pressdao de 15 psi durante 60 minutos. Os potes foram inoculados com o micélio
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inicial na escuriddo de 26-28 °C durante 10 dias até a colonizacdo total do substrato pelo
fungo. Posteriormente, 10% do spawn foi transferido para o substrato feito com serragem de
madeira nao tratada (70% da formulagdo) finamente moida e com mistura de farelo de trigo e
farelo de casca de arroz (28% da formulacdo), 2% de CaCOs, e autoclavados a 121°C e
pressao de 15 psi durante dois ciclos de 60 minutos.

Depois de inoculadas as bolsas com o substrato, esses foram incubados na escuridao
durante 35 dias a 26-28 °C até a total colonizacdo do substrato pelo fungo e colocados na sala
de cultivo prépria para a obten¢@o dos cogumelos de onde foi obtida a colonia pura do isolado
denominados como ERI2107 (P. eryngii); PST1011 (Panus striguellus); GL351 (G. lucidum).

A) ®)

Figura 10. Imagens dos isolados de: A) P. eryngii; B) P. striguellus; e C) G. lucidum obtidos
no laboratério e usados nos diferentes testes.

3.2 Extracao e Caracterizacao das Substancias Himicas (SH) de Diferentes Origens

Os estudos de crescimento e desenvolvimento dos fungos Pleurotus eryngii, Panus
strigellus (Berk.) e Ganoderma lucidum foram conduzidos em delineamento experimentais
utilizando duas fontes de SH. As SH extraidas de turfa foram obtidas a partir de amostras
obtidas de turfeiras (depdsito de material vegetal decomposto) localizadas em na regido sul do
pais. As SH extraidas de vermicomposto foram obtidas a partir de um vermicomposto
produzido na fazendinha Agroecoldgica, Seropédica, UFRRJ.

As SH foram isoladas e purificadas de acordo com a metodologia proposta pela
Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS: siglas em inglés) e de acordo com o
protocolo metodoldgico descrito por Swift (1996). Resumidamente, para a obteng¢do das SH a
partir diferentes materiais, um pré-tratamento inicial foi realizado com HCI (10~ mol L'!) para
a eliminacdo dos sais soldveis. Posteriormente, uma lavagem com KOH (0,01 mol L é
realizada para diminui¢cdo do pH préximo a neutralidade. Apds estes procedimentos, a
extracdo das SH é realizada mediante adi¢ciio de uma dissoluciio de NaOH (0,1 mol L!) 4 uma
massa dos materiais em propor¢des de 10:1 (v:m) sob atmosfera de N> e a mistura mantida em
agitacdo mecanica durante 24 h.

ApOs este tempo, a mistura foi mantida em repouso por ao menos trés horas e em
sequéncia, sifonada para retirada e separacdo do sobrenadante (SH dissolvidas) e da fracao
sOlida (residuos niao humificados). Em seguida o humus liquido foi centrifugado a 10.000 g
durante 30 minutos e recolhido o sobrenadante que contém as fragdes de substancias humicas
dissolvidas correspondentes aos AH e aos AF. Para a eliminagcdo dos metais, a solucao de SH
foi passada por uma coluna de troca ionica (forma de hidrogénio Amberlite IR120, Fluka
analitico Cod.06428). Posteriormente, as SH foram dialisadas utilizando 4gua deionizada
usando membrana SPECTRA/POR® 7 dialysis tubing, 1 kD, até a condutividade eléctrica da
dgua deionizada ndo apresentar valores superiores a 1 uS. e até teste negativo para ions CI°
com AgNOs;. Apds este processo, os AH foram congelados em frezzer a -80 °C e
posteriormente liofilizados.
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3.3 Caracterizacio Mediante *C NMR CP/MAS das Substincias Himicas Extraidas de
Vermicomposto e Tturfa

Com o objetivo de conhecer os principais tipos de estruturas dos fragmentos
estruturais do carbono nas SH, foi utilizada a técnicas de RMN em estado sélido. Para isto, foi
utilizada a técnica consistente em polarizacdo cruzada (CP) e rotacdo no angulo magico
(MAS). A anilises de CP MAS *C-NMR foi realizada em um aparelho Bruker AVANCE II
RMN a 400 MHz, equipado com probe de 4 mm Narrow MAS e operando em sequéncia de
ressonancia de '*C a 100.163 MHz. Para a obtenciio dos espectros, massas iguais das amostras
das SH foram colocadas em um rotor (porta-amostra) de Didxido de zircénio (ZrOz) com
tampas de Kel-F sendo a frequéncia de giro de 8 + 1 kHz. Os espectros foram obtidos pela
coleta de 3000 data points para 0 mesmo nimero de scans a um tempo de aquisi¢ao de 34 ms
e com recycle delay de 5s. O tempo de contato para a sequéncia em rampa de 'H ramp foi de
2 ms. A coleta e elaboragdo espectral foram realizadas utilizando o Software Bruker Topspin
2.1. Os decaimentos livres de indu¢do (DLI) foram transformados aplicando um zero filling
igual a 4 k e posteriormente um ajuste por funcdo exponencial (line broadening) de 70 Hz.

O trabalho espectral foi realizado utilizando o Software ACD/Labs 2020.1.1
(Advanced Chemistry Development, Inc, Toronto, Ontario, Canadd). Os espectros foram
inicialmente submetidos a corre¢ao da linha base, tomando como referéncia o zero e inicio (0
ppm) e final (230 ppm) utilizando a ferramenta “set point”. O algoritmo “smoothing” foi
utilizado em todos os espectros com o objetivo de reduzir o ruido e aumentar a relagdo sinal
ruido. As regides entdo foram integradas para a obtencdo da quantidade relativa de estruturas
em func¢do da drea total do espectro utilizando a ferramenta “integration manual”. As regides
integradas foram as seguintes: Carbonos alquilicos ndo funcionalizados (Caiqui-H,R): 045
ppm; C-metoxilas e N—alquil-C (Caiquii-O,N): 45-60 ppm; O-alquil C (Caiqui-O): 60-90 ppm;
di-O-alquil C (carbono anoméricos) (Caiqui-di-O): 90-110 ppm; carbono aromaético
(Caromatico-H,R): 110-140 ppm; O,N—aromatico C (Caromatico-O,N): 140-160 ppm; carboxila C
(Ccoo-H,R): 160-185 ppm e carbonilas C (Cc=0): 185-230 ppm. O indice de aromaticidade
foi calculado segundo a férmula: (Caromatico-H,R) + (Caromatico-O,N) *100/ drea total e o indice
de alifaticidade foi calculado como: 100 - aromaticidade (%). O indice de hidrofobicidade
(HB/HI) foi calculado como segue: (0 ppm-46 ppm) + (110 ppm-156 ppm)/(46 ppm-110
ppm) + (156 ppm-186 ppm) (KEELER et al., 2006; SIMPSON e SIMPSON 2017; SONG et
al., 2008).

3.3.1 Aplicacdo de técnicas estatisticas aos dados espectrais por meio de analises
quimiométricas

As andlises quimiométricas foram realizadas utilizando o pacote de software
Unscrambler (version 10.4) (Camo Software AS, Nedre Vollgate 8, Oslo, Norway). Para isto,
os espectros puros foram carregados mediante a importa¢do do arquivo na extensao *.jcamp.
Quando carregados os espectros *C-NMR CP MAS, a matriz gerada apresentou uma
estrutura com uma relacio samples: variable (12 x 4095). A matriz 3C-NMR CP MAS foi
analisada mediante construcdo tipo linha e posterior a matriz foi transformada mediante
“normalization”, “smoothing” e correcdo da linha base (baseline correction-baseline offset-
linear baseline correction).

As andlises de componentes principais (PCA) foram realizadas a partir da matriz
normalizada. O modelo adotado para a PCA utilizou um total de sete componentes,
identificacdo automadtica de outliers e data centralizada na média. Foi utilizado um algoritmo
NIPALS (Non-linear Iterative Partial Least Squares algorithm) e uma validacdo de “cross
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validation”. Os scores e loadings foram apresentados em gréaficos diferentes e estes ultimos
plotados na forma de linha para a visualiza¢do dos pesos na forma de padrdo espectral.

As andlises de curva de resolucdo multivariada (MCR) foram realizadas para
decompor a matriz complexa dos espectros *C-NMR CP MAS, uma vez que o modelo de
PCA ja foi estabelecido. As restricdes das andlises foram estabelecidas para espectros nao
negativos (non-negative spectra) e concentracdes ndo negativas (non-negative
concentrations). Duas novas matrizes sdo obtidas mediante estas analises, uma matriz
correspondente a concentragdo de cada componente e a outra aos espectros puros separados
de acordo com o peso de cada componente. Neste estudo, o peso dos componentes
apresentados corresponde com o padrio espectral dos dois primeiros componentes. A
obtencdo dos espectros médios foi realizada mediante a utilizagdo da ferramenta para
estatistica descritiva “descritive analyses” e entdo a matriz “results” acessada para plotagem
na forma de linha da média obtida na anélise.

A andlise estatistica de comparacdo de médias foi realizada utilizando a ferramenta
“statistical test” inicialmente foi realizado um teste de normalidade para cada tipo de carbono
mediante o método de Kolmogorov-Smirnov normality test a 5% de nivel de confianca. Apds
confirmacao da normalidade dos dados foi verificada a equivaléncia da variancia (equality of
variance) mediante o teste de “Bartlett's test”. Em seguida as médias foram comparadas
mediante Student's t test para variancias iguais.

3.3.2 Modelagem quimica estrutural das SH a partir de dados espectrais de *C RMN
em estado sélido

A modelagem das SH extraidas de trufa e de vermicomposto foi realizada utilizando a
fase I do modelo VSOMM (Vienna Soil-Organic-Matter Modeler) (Institute of Molecular
Modeling and Simulation - University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna)
(SUNDERMANN et al., 2015). O modelo foi gerado a partir da entrada dos dados a seguir:

Numero de blocos: o nimero total de blocos para a construgao do sistema molecular.

Numero de blocos por molécula: nimero de blocos para a constru¢do de uma molécula.
Numero de moléculas de dgua: a quantidade total de moléculas de dgua que devem ser
adicionadas ao sistema.

Valor de pH: o pH do sistema.

Contra fons: Tipo de cétions que devem ser adicionados ao sistema para torna-lo totalmente
neutro.

Fragao de carbono: Quantidade de carbono da SH

Fragao de nitrogénio: Quantidade de nitrogénio da SH

Quantidade de estruturas do C obtidas mediante '*C RMN em estado sélido: Caiqui-H,R;
Calqui-O,N; Calquii-O; Calquil-di-O; Caromitico-H,R; Caromitico-O,N; Ccoo-H,R; Cc=0

3.4 Preparacao dos Meios de Cultura Enriquecidos com SH para os Experimentos com
Fungos

O meio de cultura modificado foi composto por caldo de batata, 4gar, estreptomicina e
as SH. Os tratamentos consistiram de aplicacdes de SH em doses crescentes de 1, 2, 5, 7, 15,
35, 75, 125, 250 e 500 mg SH L' de turfa ou vermicomposto e um tratamento controle
contendo apenas dgar batata dextrose (BDA) como fonte de carbono em meio sélido de
crescimento em pH 6,0. O controle foi realizado incubando os fungos no meio de cultura
preparado com BDA, composto de batata, dextrose, dgar e estreptomicina. O meio de cultura
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BDA preparado e modificado com SH foi autoclavado a 121 °C e pressao de 15 psi por 30
min e vertido 50 ml em placas de Petri de 90 mm de didmetro. As placas de petri e todas as
ferramentas utilizadas foram autoclavadas a 121 °C e 15 psi por 30 min, antes da inoculagcao
do fungo.

3.4.1 Determinacao dos parametros de crescimento
a) Determinacao da area do micélio nos fungos

Cada meio de tratamento foi inoculado com um fragmento de micélio (7 mm) de cada
fungo Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) e Ganoderma lucidum sob condic¢des
assépticas (NGUYEN, 2019). As placas de Petri (90 mm) foram incubadas no escuro a 25 °C
em camaras BOD. O didmetro (mm) da colonia fingica (diametro de crescimento micelial)
foi determinado a cada 24 horas apds a inoculagdo, com o auxilio do aplicativo mével On 2D
— Camera Measure® instalado em um smartphone LG K10, cobrindo todo o didmetro da placa
de Petri que corresponde a 90 mm. O valor do diametro foi obtido a partir da média de 4
medi¢des, que foi medido em diferentes angulos de 0°, 45°, 90° e 135°, tomando o centro do
inéculo como interseccdo (MARTfNEZ et al., 2015). A férmula para a area de micélio foi
como se segue na Equacgdo 1:

Area de micélio (mm?) = 7t x 12 (1)

Onde: r € o raio (diametro / 2), e m € o valor de pi, ou, quando o diametro (D) é
conhecido, area de micélio = (n/ 4) x D2.

b) Determinacao da massa fresca, seca e densidade dos micélios dos fungos

Para a mensuragao da massa fresca de micélio, a cada 48 horas (48, 96, 144, 192 h) do
periodo de incubacdo das cepas, trés placas de Petri foram retiradas das camaras de BOD, e o
agar foi removido por imersao em 4gua fervente e o micélio foi entdo enxaguado com dgua
quente. Depois de lavado, seco em papel toalha, foi pesado em uma balanca de precisdo e
colocado em tubos falcon de 15 ml. Em seguida, foi seco em estufa a 45 °C por 48 h e sua
biomassa seca registrada (ARANA-GABRIEL et al., 2014).

A densidade micelial foi avaliada mediante modificacdo ao método tradicionalmente
empregado. A densidade tem sido geralmente realizada visualmente e categorizada por F
(fino), PF (um pouco fino), C (compacto) e PC (um pouco compacto), conforme relatado na
literatura (HOA e WANG, 2015; WIN e OHGA, 2018; NGUYEN et al., 2019). Para evitar
subjetividade, utilizamos o cédlculo na Equagdo 2 a seguir:

S(micétioy = Massa seca (micelio) / Area (miceio) (2)
¢) Determinacio da Eficiéncia Biologica (EB)
Em cada periodo de colheita, os dados foram usados para calcular a eficiéncia biologica
(IDOWU e AKINYEMI, 2012; WIN e OGHA, 2018; PARDO-GIMENEZ et al., 2020). Este

parametro foi calculado usando a férmula da Equacao 3 a seguir:

EB (%) = [Massa seca (micglio) por placa/ Quantidade de meio por placa micslioy] X 100 (3)
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3.5 Desenho Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com um tratamento
adicional, considerando um modelo fixo. Os resultados apresentados sao o valor médio e as
barras de erro padrao da média (+EP). As andlises de dados foram realizadas por meio do
pacote “multcomp” (HOTHORN et al., 2008, 2016), e plotadas usando o pacote “ggplot2”
(WICKAM, 2016) no software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019). A ordenacao
dos dados foi realizada por meio da andlise de componentes principais (PCA), em que a
andlise foi realizada com os dados padronizados (média = 0 e variincia = 1).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacio das SH de Turfa e Vermicomposto Mediante *C NMR CP/MAS

As SH aplicadas aos fungos apresentam caracteristicas estruturais diferentes, portanto,
propriedades diferentes e em consequéncia deve-se esperar uma funcionalidade diferente
entre elas (Figura 11). A Figura 11A e 11B mostram os espectros com a presenca das
principais estruturas predominantes nas SH de turfa e vermicomposto respectivamente. Em
ambas as SH houve presenca de C-alifaticos (Caiky-H,R) ndo funcionalizados (*CHj3-R,
R*CH>-R” e R-CH-R”) para a turfa e o vermicomposto em 27.92 e 29.29 ppm,
respectivamente. O grafico de matriz espectral na Figura 11A mostra que na turfa estas
estruturas alifdticas sdo mais abundantes do que no vermicomposto e, portanto, carbonos
alifaticos de fragmentos de lipideos, cadeias laterais de aminodcidos e proteinas, assim como
de lignina, cutina, suberinas e taninos, sd3o mais presentes € marcantes nas SH extraidas de
turfa (GARCIA et al., 2019; SIMPSON e SIMPSON, 2016; KEELER et al., 2006; SONG et
al., 2008).

Os picos entre 45-60 ppm (50.74, 57.17 para turfa e 52.69 para vermicomposto)
indicam a presenca de carbonos alifdticos funcionalizados do tipo Caiy-O,N, pertencentes a
fragmentos metoxilicos (RO-*CH3) e Ca de peptideos (-CO-*CHR-NH). A elevada
intensidade e predominio deste pico nos gréaficos de matriz espectral da Figura 11B, indicam
que nas SH extraidas de vermicomposto os fragmentos de aminodcidos, celulose/hemicelulose
e restos metoxilicos de origem ligninicos sdo mais abundantes quando comparados com as SH
extraidas de turfa (GARCIA et al., 2019; SIMPSON e SIMPSON, 2016; KEELER et al.,
2006; SONG et al., 2008).

Os picos entre 60-90 ppm e especialmente os picos intensos em 67.50 ppm e 68.87 ppm
para ambas as SH mostram a presenca de carbonos alifdticos do tipo Cay-O. A presenca
destes carbonos reafirma o predominio de estruturas onde ha ligacdo C-O (-*C-OH) de
carboidratos e éteres. Por outro lado, os picos entre 90-110 ppm mostram a presenga de
carbono tipo Caiky—di-O em ambas as SH. Especialmente os picos intensos em 100.00 ppm e
101.51 ppm confirmam a presenca de estruturas pertencentes a C-anoméricos e C> de
fragmentos de Siringil e Guayacyl. Os graficos de matriz espectral mostram uma intensidade
semelhante destes picos tanto nas SH de turfa quanto nas de vermicomposto (Figura 2A e 2B)
(GARCIA et al., 2019; SIMPSON e SIMPSON, 2016; KEELER et al., 2006; SONG et al.,
2008).

Ambas as SH apresentaram presenca de carbono aromaticos do tipo (Caromaic-H,R) nas
suas estruturas. Os picos presentes entre 110-140 ppm confirma a presenca dos carbonos
aromadticos nao funcionalizados, especificamente os picos em 131.99 ppm e 139.34 ppm para
vermicomposto e turfa respectivamente, comprovam a existéncia de fragmentos aromaticos de
aminodcidos, ligninas, suberinas e carvoes nas SH. Os graficos de matriz espectral na Figura
11A e 11B mostram maior intensidade destes picos nas SH extraidas de turfa. Por outro lado,
0s compostos aromadticos funcionalizados também foram identificados em ambas as estruturas
das SH. Os picos entre 140-160 ppm indicam a presenca nas SH de carbono do tipo (Caromatic-
0O, N). Os graficos de matriz espectral na Figura 11A e 11B mostram que nas SH extraidas de
turfa, estas estruturas correspondentes a fragmentos fendlicos de lignina e suberinas sdo mais
predominantes (GARCIA et al., 2019; SIMPSON e SIMPSON, 2016; KEELER et al., 2006;
SONG et al., 2008).

Carbonos correspondentes a grupamentos carboxilas (-Ccoon), amidas e ésteres foram
identificados tanto nas SH extraidas de turfa quanto nas SH extraidas de vermicomposto a
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partir dos picos em 169.62 ppm e 171.19 ppm respectivamente. Estas estruturas se
correspondem com fragmentos de aminodcidos e proteinas, dcidos graxos, ésteres de lipideos.
Por outro lado, um pico intenso em 196.77 ppm indica a presenga de carbono carbonilico
(Cc=0), mais resolvidos nas SH extraidas de turfa do que em vermicomposto. Os gréificos de
matriz espectral 11A e 11B mostram que estas estruturas correspondentes com os fragmentos
de produtos da degradacdo de ligninas sdo mais intensas em turfa (GARCIA et al., 2019;
SIMPSON e SIMPSON, 2016; KEELER et al., 2006; SONG et al., 2008).

4.1.1 Analises de PCA aplicados aos dados espectrais obtidos mediante *C NMR
CP/MAS

Embora a analise espectral das SH de turfa e vermicomposto tenha mostrado as suas
caracteristicas estruturais, a andlises de PCA na Figura 11C classificou as diferengas
existentes. Os scores obtidos na PCA->C NMR dos espectros puros (99% da variancia total
explicada) mostra que na PC-1 (98% da variancia total explicada) as SH se separam em dois
grupos onde, existem valores positivos da componente que se agruparam as SH de turfa
enquanto os valores negativos se agruparam as SH de vermicomposto. Os loadings obtidos a
partir destas andlises mostrou que as estruturas alifdticas com baixa funcionalizacdo do tipo
Caiy-H,R, as aromdticas ndo funcionalizadas (Caromaic-H,R) e funcionalizadas (Caromatic-O,N)
sdo as responsaveis pelo agrupamento (Figura 11C). J4 as estruturas alifaticas funcionalizadas
(Caiky-O; Calky1-O,N; Calkyi-di-O) s@o as responsdveis pela semelhanca entre as SH do
vermicomposto.

A PCA realizada a partir dos tipos de estruturas (92% da variancia total explicada)
permite confirmar de forma semiquantitativa as diferencas entre as SH de turfa e de
vermicomposto (Figura 11D). A valores positivos da PC-1 (90% da variancia total explicada)
se agruparam as SH de turfa com as estruturas de Caikyi-H,R; Caromatic-H,R € Caromatic-O,N € a
valores negativos se agruparam as SH de vermicomposto com as estruturas Caikyl-O; Caikyi-
O,N; Calkyi-di-O e Ccoon.
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Figura 11. Carateristicas estruturais obtidas mediante espectroscopia de ressondncias
magnética nuclear em estado sélido ('*C NMR CP/MAS) e quimiometria (analise de
componentes principais -PCA) das substancias himicas aplicadas nos experimentos aos
fungos Pleurotus eryngii, Panus strigellus e Ganoderma lucidum. A) Espectros '*C NMR
CP/MAS das substincias humicas extraidas de turfa (R: sdo as 4 réplicas espectrais e M
(cor marrom) representa o espectro médio) e a) expressa o conjunto espectral na forma de
matriz de cores mostrando o contraste entre as estruturas. B) Espectros '3C NMR
CP/MAS das substancias himicas extraidas de vermicomposto (R: sdo as 4 réplicas
espectrais € M (cor marrom clara) representa o espectro médio) e b) expressa o conjunto
espectral na forma de matriz de cores mostrando o contraste entre as estruturas. c)
Expressam os loadings, C e D) expressam os scores obtidos a partir da PCA-'3C NMR
dos espectros puros de turfa e vermicompostoo, respectivamente.

4.1.2 Quantidade relativa de estruturas de carbono presentes nas SH de turfa e
vermicomposto

A Figura 12 mostra a andlise estatisticas realizada a partir das quantidades relativas de
estruturas presentes nas SH de turfa e vermicomposto (Figura 12A) e as propriedades
derivadas com aromaticidade e alifaticidade (Figura 12B) assim como o indice de
hidrofobicidade (Figura 12C).

As quantidade de estruturas Caiyl-H,R; Caromatic-H,R € Caromatic-O,N presentes na SH
de turfa sdo estatisticamente superiores quando comparada com a quantidade presentes no
vermicomposto (p<0.001). Estas estruturas geram propriedades aromadticas e hidrofébicas
estatisticamente superiores na SH de turfa quando comparadas com as SH de vermicomposto
(p<0.001) (Figura 12B e 12C).
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Contrariamente, as estruturas Caiky-O; Caky-O,N sdo estatisticamente superiores nas
SH de vermicomposto quando comparado com as presentes no vermicomposto € portanto as
propriedades de alifaticidade e hidrofilicidade sdo estatisticamente superiores quando
comparadas com as SH de turfa (p<0.001).
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Figura 12. Quantificacdo das estruturas e das propriedades quimicas nas substancias himicas.
A) Quantidade relativa de estruturas do carbono. B) Porcentagem de aromaticidade e
alifaticidade nas substancias himicas e C) indice de hidrofobicidade.

4.2 Curva de Resolucio Multivariada (MCR) e Modelagem Quimica-Estrutural das SH

A curva de resolucdo multivariada reafirma a presenca de niveis de estruturas de
celulose/hemicelulose e lignina predominantes nas SH tipico de tecidos ligo celul6sicos,
assim como também a importante presenga de compostos extrativos como acidos graxos e
triacilglicerideos (Figura 13A). O peso dos componentes mostra que a quantidade relativa
dessas estruturas presentes nas SH gera propriedades diferentes em termos padroes
celuldsicos e ligninicos (Figura 13B). Ambas as SH selecionadas se confirmam como aptas
em funcdo dos objetivos tracados nessa tese, isto é, as SH extraidas de turfa apresentam
aproximadamente 80% de fragmentos ligninicos enquanto as SH extraidas de vermicomposto
apresenta aproximadamente 90% de fragmentos celuldsicos.
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Figura 13. Anélise de curva de resolucdo multivariada (MCR) realizado a partir dos espectros
puros de '*C NMR CP/MAS. A) Componentes espectrais, linha azul: PC-1 e PC-2: linha
vermelha e B) concentracdes dos componentes.

A Figura 14 mostra os modelos gerados a partir das informacdes espectrais para ambas
as SH de trufa e vermicomposto. O modelo gerado para as SH de vermicomposto mostrou
uma organizacdo em um total de sete blocos, organizados aleatoriamente em blocos
moleculares de 41, 16, 12, 11, 10, 5 ¢ 5. O modelo gerou uma proposta para a quantidade de
oxigénio de 44% e uma massa molecular de 11.294, 194 kDa. Por outro lado, o modelo
gerado para as SH de turfa propde uma organizagdo estrutural baseada em um total aleatério
de oito blocos, sendo estes em quantidades de moléculas de 43, 15, 11, 9, 7, 6, 6, 3. O modelo
calculou uma quantidade de oxigénio de 33% e uma massa molecular de 9478,170 kDa para
as SH de turfa.
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Figura 14. Modelos estruturais para as SH extraidas de trufa (A) e de vermicomposto (C). as
partes al, a2 e cl, c2 sdo representacdes rotacionais das SH extraidas de turfa e
vermicomposto respetivamente. B e bl sdo aproximagdes ao niicleo-centro do modelo
estruturas 10x e 45x a partir da apresentacdo padrao para as SH de turfa respetivamente.
D e dI s@o aproximacdes ao nucleo-centro do modelo estruturas 10x e 45x a partir da
apresentacdo padrdo para as SH de vermicomposto, respetivamente. Model: Random
Seed: 290557; Number of building blocks: 100; Building blocks per mol.: 10; Number of
Water Molecules: 200; Number of ions: 26 Na®.
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Os modelos mostram que as SH de VC se organizaram estruturalmente em um bloco
molecular a menos (sete) do que as SH de turfa, as quais precisard de um bloco molecular a
mais (oito) para satisfazer a estrutura himicas. Os blocos moleculares na estrutura das SH de
VC sdao mais homogéneos em quantidade, enquanto a estrutura das SH de turfa apresenta um
bloco principal mais denso ou compacto de 43 moléculas.

A topologia estrutural de ambas as SH sdo resultado da sua organizagdo estrutural
discutida anteriormente. As SH de turfa apresentam uma morfologia mais compacta ao centro
e nucleo estrutural (Figura 14B e bl), indicando um possivel dominio interno mais aromdtico
com estruturas mais abertas e alifdticas organizadas para um dominio mais superficial (Figura
14A, al e a2). As SH de VC por outro lado, ndo apresentam um ntcleo central compacto
quando comparado com as SH de turfa, mostrando espacos mais abundantes no dominio
interior (Figura 14D e dl). Pode se observar uma maior quantidade de fragmentos lineares
que compdem a estrutura (Figura 14C, cl e c2).

Com a modelacgdo estrutural se completa a caracterizacdo das fontes de matéria organica
humificada que foram utilizadas no presente estudo. Em resumo, as SH de VC sao mais
celuldsicas, mais alifiticas e mais hidrofilicas, apresentam maior massa molecular e uma
topologia mais aberta ou menos condensada. As SH de turfa sdo mais ligninicas, mais
aromaticas e mais hidrofébicas, apresentam menor massa molecular e uma topologia mais
condensada. No entanto, ambas respondem a uma organizacdo estrutural supramolecular,
como descrito em Piccolo (2001, 2002).

4.3 Avaliacio do crescimento e desenvolvimento dos fungos em contacto com SH de
turfa e de Vermicomposto

4.3.1 Efeito das substancias humicas sobre o crescimento e desenvolvimento de Pleurotus
eryngii

As SH isoladas de vermicomposto e turfa regularam de forma diferenciada o
crescimento e desenvolvimento de P. eryngii. Os efeitos de ambas as SH dependeram das
caracteristicas estruturais e do tempo de avalicdo. De maneira geral, os indicadores avaliados
responderam de acordo com a relagdo de tipos de carbonos presentes nas SH onde, as
estruturas mais funcionalizadas provenientes de fragmentos de carboidratos
(celulose/hemicelulose) regulam o crescimento e a producdo de biomassa em momentos mais
tardios apds aplicacdo. De maneira contraria, as estruturas mais aromadticas, menos
funcionalizadas e hidrofébicas exercem efeitos em momentos iniciais do crescimento e pode
chegar a inibi¢do (Figura 15).
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Figura 15. Medi¢ao do diametro de crescimento micelial de P. eryngii com doses de
substancias himicas de vermicomposto e turfa como fonte de carbono em meios de
crescimento 48, 72, 96,120, 144, 168, 192 h apds a inoculagio.

4.3.2 Efeito das substancias himicas sobre o diAmetro do micélio de P. eryngii

Com base nos resultados obtidos do didmetro de crescimento micelial em meio de
cultura 4gar, é possivel observar que ocorrem diferencas entre as doses de SH de
vermicomposto ocorrem as 48 h depois da inoculac¢do, sendo maiores nas doses 5, 15, 35, 75,
125, 250 mg SH L', com melhor dose a 125 SH L! (Figura 16). As diferencas entre o
controle ocorrem as 72 h depois da inoculag¢do, sendo maiores nas doses 5, 7, 35, 75, 125 mg
SH L', com a melhor dose de 75 mg SH L-!. As diferencas entre o controle ocorrem as 96 h
depois da inoculaciio, sendo menores nas doses 1 e 500 mg SH L! (Figura 16). As diferencas
entre o controle ocorrem as 120 h depois da inoculacio, sendo menores nas doses 1, 2, 250,
500 mg SH L', e maior na dose 75 mg SH L'!. As diferencas entre o controle ocorrem as 144
h depois da inoculagdo, sendo menores nas doses 1, 250, 500 mg SH L! (Figura 16), e maior
na dose 15, 35 mg SH L'. As diferencas entre o controle ocorrem as 192 h depois da
inoculagdo, sendo menores nas doses 1, 2, 250, 500 mg SH L', e maior na dose 5, 75 mg SH
L! (Figura 16).

Por outro lado, quando tratadas com SH de turfa com todas as outras doses, sendo
maiores as 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 h depois da inoculagdo com relagdo ao controle
(Figura 16). Embora as 192 h, as doses 250, 500 mg SH L' de turfa sejam menores que o
controle. O tratamento 7, 125 mg SH L' de turfa foram determinados como os de maior
estimulo para o crescimento em diametro micelial de P. eryngii.
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Figura 16. Diametro do micélio de P. eryngii em funcdo do tempo (24, 48, 72, 96, 120, 144,
168, 192 h apds a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500
mg SH L!) de doses de substincias hiimicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) +
controle de BDA, como fonte de carbono em meios de cultura. Cada valor é expresso
como média + erro padrdo (SE).

Os efeitos das SH de ambas as fontes de origem induzem mudancas no crescimento do
diametro micelial de forma diferenciada. As SH de vermicomposto e turfa produzem estimulo
ou retraso no didmetro, de acordo com a concentracio aplicada e o tempo de crescimento. As
192 h, momento final do experimento, € possivel observar que as SH extraidas de
vermicomposto com predominio de estruturas alifdticas (Caiky-O,N e Caiy-O) e menor
hidrofobicidade, induzem estimulo do didmetro a menores concentracdes (5 e 75 mg L!). Por
outro lado € possivel observar que as SH extraidas de turfa com maior presenga de estruturas
com baixa funcionalizagdo quimica (Caiyl-H,R € Caromaic-H,R), maior aromaticidade e
hidrofobicidade, induzem estimulo do diAmetro a concentragdes maiores (7 e 125 mg L.
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4.3.3 Efeito das SH sobre a area do micélio

Os resultados de drea micelial de Pleurotus eryngii durante crescimento em meio de
cultura quando tratadas com SH provenientes de vermicomposto apresentaram diferencas
entre o controle que se restringem as 192 h apds a inocula¢do, sendo menores nas doses 1, 2,
250, 500 mg SH L! e maiores do que o controle nas doses 5, 75, mg SH L! (Figura 17). Por
outro lado, as diferentes doses de SH de turfa apresentaram diferengas significativas em
relacdo ao controle as 96, 144, 192 h apds a inoculacdo (Figura 17). Embora sejam maiores
que o controle as 48 h de coleta. Nos demais periodos, o controle foi maior do que todas as
doses, sendo o melhor, para o crescimento micelial (Figura 17).
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Figura 17. Area micelial de P. eryngii em funcio do tempo (48, 96, 144, 192 h apés a
inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L) de dose
de substancias himicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat)+ controle de BDA, como
fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor € expresso como média + erro padrao
(SE).

O estimulo na darea do micélio parece ser mais tardio quando aplicada as SH extraidas
de vermicomposto em comparagdo com o efeito da aplicacdo das SH de turfa. Estes resultados
parecem indicar que o efeito de aumentar a drea micelial em Pleurotus eryngii pode ser
induzida em um primeiro estdgio (até 48 h) por estruturas predominantemente aromaticas
(CaromaticcH,R €  Caromaiic-O,N), provavelmente pertencentes a fragmentos de lignina.
Posteriormente, cadeias alifaticas oxigenadas (Caiy-O), provavelmente pertencentes a
carboidratos e derivados ligninicos, as quais seriam responsaveis pela manutencdo deste
estimulo.
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4.3.4 Efeito das SH sobre a massa fresca e seca micelial

Com base nos resultados obtidos da producdo de massa fresca micelial durante o
crescimento em meio de cultura dgar, houve diferencas significativas entre as diferentes doses
de SH de vermicomposto com relacao ao controle (Figura 18), especialmente as 96, 144 h
apos inoculacdo. Entretanto ndo se diferenciam ao final do experimento.

A producdo de massa fresca micelial apresentou diferengas significativas entre as
diferentes doses de SH de turfa com relacdo ao controle (Figura 18). Embora nio se
diferenciem ou mesmo sejam maiores que o controle nas duas primeiras épocas de coleta. Nos
demais periodos o controle foi maior do que todas as doses, sendo a melhor condic¢do para o
crescimento micelial de Pleurotus eryngii (Figura 18).
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Figura 18. Massa fresca de micélio de P. eryngii em funcdo do tempo (48, 96, 144, 192 h
apos a inoculacdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L-1
de doses de substancias humicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de
BDA, como fonte de carbono em meio de cultura. Comparacdo do teste de Dunnett com
um controle (* p <0,1, * p <0,05). Cada valor é expresso como média + erro padrao (SE).

Os resultados obtidos da producdo de massa seca micelial de P. eryngii durante
crescimento em meio de cultura, apresentou diferencas significativas entre as diferentes doses
de SH provenientes de vermicomposto. As diferencas com relacdo ao controle ocorrem em
sua maioria as 192 h apds inoculagdo, sendo menores em todas as doses (Figura 19).

Quando tratadas com SH provenientes de turfa com relacdo ao controle as 96, 144,
192 h apés inoculacdo (Figura 19). Com o controle sendo maior do que todas as doses (Figura
19).
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Figura 19. Massa seca de micélio de P. eryngii em funcdo do tempo (48, 96, 144, 192 h apds
a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH LY de
doses de substancias himicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de BDA,
como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor € expresso como média + erro
padrdo (SE).

As SH extraidas de vermicomposto e turfa ndo mostraram inducdo expressiva do
estimulo na produgdo de biomassa tanto fresca como seca, quando comparada com o controle
(condi¢des ideais de crescimento). No entanto, quando observado o comportamento entre as
doses das SH de acordo com a sua fonte de origem, novamente se evidenciam diferencas nos
efeitos em relacdo a concentracdo e o tempo. Os efeitos exercidos na producdo de biomassa
demonstraram que as SH de vermicomposto preservam ou respondem por esse efeito em
momentos finais do experimento enquanto em SH de turfa (mais arométicas e hidrofébicas)
foram evidentes mais cedo.

4.3.5 Efeito das SH sobre a densidade micelial

Os resultados densidade micelial calculados de P. eryngii durante periodo de
crescimento em meio de cultura, apresentou uma tendéncia de reduc¢do ao longo do tempo
(Figura 20). As diferencas significativas entre as diferentes doses de SH provenientes de
vermicomposto com relacdo ao controle ocorrem em sua maioria as 192 h apds inoculacao,
sendo menores em todas as doses. Embora, na dose de 125 mg SH L, seja a unica maior do
que controle (Figura 20).

Quando tratadas com SH de turfa com relacdo ao controle foram observadas as 96,
144, 192 h ap6s inoculacdo (Figura 20). Com o controle sendo maior do que todas as doses
(Figura 20).
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Figura 20. Densidade de micélio de P. eryngii em funcdo do tempo (48, 96, 144, 192 h apés a
inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L") de doses
de substancias himicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de BDA, como

fonte de carbono em meios de cultura. Cada valor é expresso como média + erro padrao
(SE).

O comportamento da densidade do micélio, expresso como a unidade de massa
micelial por unidade de area de micélio, refletiu o efeito das SH de vermicomposto e turfa ja
observado na producdo de biomassa. Isto porque as diferencas foram mais evidentes na
avalia¢do da densidade, uma vez que as SH de vermicomposto aplicadas a 125 mg L' e no
final do experimento (192 h) foi o tnico tratamento a induzir uma resposta superior ao
tratamento controle (Figura 20). Enquanto, novamente as SH de turfa ocasiona mudancas no
comportamento do parametro em momentos mais proximos do inicio do experimento.

4.3.6 Efeito das SH sobre a eficiéncia biologica

Os resultados da eficiéncia bioldgica do micélio de P. eryngii durante periodo de
crescimento apresentou diferencas entre as diferentes doses de SH vermicomposto com
relacdo ao controle que em sua maioria foi as 192 h apds inoculag¢do, sendo menores em todas
as doses (Figura 21). Embora, na dose de 125 mg SH L!, apresente maior eficiéncia bioldgica
do que controle (Figura 21).

Quando tratadas com SH provenientes de turfa observa-se que as diferengas com
relacdo ao controle ocorrem as 96, 144, 192 h apés inoculacio (Figura 21). Com o controle
sendo maior do que todas as doses.
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Figura 21. Eficiéncia bioldgica do micélio de P. eryngii em funcao do tempo (48, 96, 144,
192 h ap6s a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH
L") de doses de substincias hiimicas vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de
BDA, como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor é expresso como média +
erro padrdo (SE).

O comportamento da eficiéncia bioldgica pela aplicacio das SH foi semelhante ao
observado e ja discutido nos pardmetros anteriores. As SH de vermicomposto a 125 mg L!
induzem o estimulo da eficiéncia bioldgica a 192 h e isto resume os efeitos desta SH em todos
os parametros avaliados.

Neste ponto € necessdrio destacar que uma comparacdo mais real dos efeitos
observados deve ser realizada quando analisadas apenas as SH, isto porque a fonte de carbono
presente no BDA ndo corresponde as condi¢des de crescimento do fungo na natureza. Neste
sentido, os efeitos de ambas as fontes de SH em P. eryngii sdo mais heterogéneos e evidentes
para o crescimento da drea e do didmetro do micélio a todas as doses aplicadas, porém, menos
intensas para a producao de biomassa.

4.3.7 Analise de componentes principais (PCA) em relacao a diferentes variaveis

A andlise de componentes principais (PCA) em relacdo as varidveis massa fresca de
micélio (FW), massa seca (DW), didmetro (Diam), area, densidade e desempenho de
rendimento (YP), as 192h ap6s a inoculagado, em cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250,
500 mg HS L) de turfa (Figura 22A), reteve 99,3% da variabilidade total nos primeiros dois
componentes: o componente principal (PC1) explica 65,5 % Esse componente separou o BDA
em oposi¢do aos demais tratamentos, correlacionando-se positivamente com massa fresca,
massa seca, densidade e rendimento (Figura 22A). Por outro lado, as doses 250 e 500 sao
agrupadas no valor positivo de PC1. No entanto, PC2 explica 33,8% da variabilidade, o
diametro e a area, fortemente relacionadas a dose 7, sdo projetadas negativamente (Figura
22A).
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A PCA referente ao VC reteve 87,9% da variabilidade total nos dois primeiros
componentes (Figura 12B). O PC1 explica 59,0% e o PC2 explica 28,9% da variabilidade. O
PC1 separou a dose 125 e o BDA em oposi¢ao aos demais tratamentos, correlacionando-se
positivamente com massa seca, densidade e rendimento (Figura 22B). Por outro lado, os 500
especialmente se separaram. No entanto, as doses 5 e 75 estdo em PC2, positivamente
correlacionadas com didmetro e drea (Figura 22B).
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Figura 22. PCA das varidveis massa fresca de micélio (FW), massa seca (DW), diametro
(Diam), érea, densidade e Eficiéncia bioldgica (YP), em P. eryngii 192h apés a
inoculagdo, em cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg HS L) de dosagem de
substancias himicas de turfa (A) ou vermicomposto (B) + controle de BDA (PDA).

Zahid et al. (2020) em seus estudos sobre o efeito do residuo de algoddo enriquecido
com &cido himico demonstrou que parametros como tempo de crescimento do micélio,

45



producdo, eficiéncia bioldgica e minerais de fungos ostra (Pleurotus ostreatus e Lentinus
sajor-caju) foram favorecidos com menos custo de producdo indicando que a substincia
himica em questdo é considerada eficaz para o cultivo de fungos em escala comercial visto
que influenciou na composi¢do nutricional e quimica.

4.4 Analises de Panus strigellus (Berk.)
4.4.1 Efeito das substancias hiimicas sobre o crescimento e desenvolvimento do fungo

Assim como observado nos resultados obtidos para os experimentos com Pleurotus
eryngii, as SH presentes no vermicomposto e na turfa exerceram uma regulacdo sobre o
crescimento e desenvolvimento de P. strigellus (Berk.). Tais efeitos de ambas as SH
dependeram das caracteristicas estruturais e do tempo de avalia¢do (Figura 23).
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Figura 23. Medicao do diametro de crescimento micelial de P. strigellus (Berk.). Tratadas

com doses de substincias hiimicas de vermicomposto e turfa como fonte de carbono em
meios de crescimento 48, 72, 96,120, 144, 168, 192, 216, 240 h ap6s a inoculacao.

4.4.2 Efeito das SH sobre o diametro do micélio

O diametro de crescimento micelial em meio de cultura d4gar nao mostrou diferencas
entre as doses de SH de vermicomposto, embora seja possivel observar que as 72 horas apds a
inoculacdo ocorre uma diferenciacdo para a dose de 75 mg SH L}, com resultados menores
quando comparado aos outros tratamentos (Figura 24). Por outro lado, o tratamento com SH
de turfa mostrou as 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 e 240 h ap6s a inoculacdo, resultados
similares ao controle para todas as doses. Especificamente a dose de 500 mg SH L! que
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apresentou valores inferiores ao do controle em todos os momentos de avalicdo apds a
inoculagdo.
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Figura 24. Diametro do micélio de P. streigellus (Berk.) em fun¢ao do tempo (24, 48, 72, 96,
120, 144, 168, 192 h apds a inoculacdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125,
250, 500 mg SH L) de doses de substancias himicas de vermicomposto (VC) ou turfa
(peat) + controle de BDA, como fonte de carbono em meios de cultura. Cada valor é
expresso como média + erro padrdo (SE).

As SH de vermicomposto e turfa produziram estimulo ou retraso no didmetro, de
acordo com a concentracio aplicada e o tempo de crescimento. As 192 h, momento final de
coleta do tratamento com VC, € possivel observar que as SH extraidas de vermicomposto com
predominio de estruturas alifdticas (Caiy-O,N e Caikyi-O) e menor hidrofobicidade, induziram
estimulo do diametro em todas as concentracdes de forma bem similar, acelerando a ocupagdo
de toda placa (Figura 24). Assim, pode ser observado que com SH extraidas de turfa demorou
até 240 h para ocorrer ocupagio de toda placa com a turfa bem como para o controle de BDA,
pois a SH de turfa apresentam uma quantidade maior de estruturas com baixa funcionalizacio
quimica (Caiy-H,R e Caromaiic-H,R), maior aromaticidade e hidrofobicidade.
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4.4.3 Efeito das SH sobre a area do micélio

Os resultados de drea micelial de P. strigellus (Berk.) durante o crescimento em meio
de cultura, ndo apresentou diferencas evidentes entre as doses de SH de vermicomposto e o
controle as 48, 96 e 144 h apods a inoculagdo (Figura 25). Desta forma, nestes periodos tanto o
controle quanto as diferentes doses de SH de vermicomposto influenciaram o crescimento
micelial de forma similar. Entretanto, as 48 h de coleta, as diferentes doses de SH foram
maiores do que o controle. Em contrapartida, quando tratadas com SH provenientes de turfa
foram evidenciadas maiores diferencas, principalmente na dose de 500 mg SH L™! e a partir
das 96 h apds a inoculagdo quando comparado ao controle (Figura 25). Nas demais doses, o
crescimento micelial € influenciado de forma similar.
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Figura 25. Area de micélio de P. strigellus (Berk.). em funcdo do tempo (48, 96, 144, 192 h
apo6s a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L-1
de doses de substincias himicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de
BDA, como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor é expresso como média +
erro padrdo (SE).

O estimulo na drea do micélio parece ser mais tardio quando aplicada as SH extraidas
de turfa ao fungo em comparacdo com o efeito de substincia hiimica de vermicomposto
(Figura 25). Estes resultados parecem indicar que o efeito de aumentar a area micelial em
Panus strigellus (Berk.) pode ser induzido em um primeiro estigio (até as 48 h) por estruturas
predominantemente aromaticas (Caromatic-H,R € Caromaic-O,N), provavelmente pertencentes a
fragmentos de lignina bem como cadeias alifdticas oxigenadas (Caiy-O) pertencentes a
carboidratos e derivados ligniticos. Posteriormente, cadeias alifdticas oxigenadas (Caiky-O)
seriam responsdveis pela manuten¢ao deste estimulo de uma maneira mais significativa.
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4.4.4 Efeito das SH sobre a massa fresca e seca micelial

A massa fresca micelial medida durante o crescimento em meio de cultura BDA, teve
diferencas mais evidentes para as doses de SH de vermicomposto e quando comparada ao
controle (Figura 26). Estas diferencas sdo mais evidentes a partir das 96 h, no entanto, para as
doses 2, 15, 35 e 75 mg SH L', as maiores diferencas podem ser observadas a partir das 48 h.
As diferencas apresentadas demonstram que o crescimento micelial de Panus strigellus
(Berk.) foi maior e melhor sobre a influéncia das diferentes doses de SH de vermicomposto
em relacdo ao controle.

A producdo de massa fresca micelial apresentou diferengas significativas entre as
diferentes doses de SH de turfa (Figura 26) em relac@o ao controle especialmente as 96 e 144
h apdés a inoculagdo. Apds as 192 h de inoculagdo todas as diferentes doses de SH
apresentaram um crescimento micelial representativo em relacdo ao momento anterior, exceto
para a dose de 500 mg SH L que apresentou crescimento similar constante desde as 96 h
ap6s a inoculacdo até o final do experimento. Em todas as épocas de coleta o controle
proporcionou maior desenvolvimento do que todas as doses de SH de turfa, sendo melhor
para o crescimento micelial de Panus strigellus (Berk.).
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Figura 26. Massa fresca de micélio de Panus strigellus (Berk.). em funcio do tempo (48, 96,
144, 192 h apés a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500
mg SH L-!) de doses de substincias hiimicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) +
controle de BDA, como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor € expresso
como média + erro padrdo (SE).

Os resultados obtidos para produ¢do de massa seca micelial de Panus strigellus
(Berk.) mostraram diferencas entre as doses de SH de vermicomposto em relagdo ao controle,
isto para todos os momentos de coleta apds a inoculacdo. Com o controle sendo maior em
todas as doses (Figura 27).
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Quando tratadas com SH provenientes de turfa as diferencas em relacdo ao controle
também ocorrem em todos os momentos de coleta apds a inoculagdo sendo maiores em todas
as doses (Figura 26).
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Figura 27. Massa seca de micélio de Panus strigellus (Berk.). em funcdo do tempo (48, 96,
144, 192 h apés a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500
mg SH L) de doses de substincias hiimicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) +
controle de BDA, como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor € expresso
como média + erro padrao (SE).

As SH extraidas de vermicomposto e turfa demonstraram induc¢do expressiva na
producdo de biomassa quando comparada com o controle (condi¢des ideais de crescimento)
sendo que, as doses contendo SH provenientes de vermicomposto influenciaram a producao
de massa fresca em detrimento das doses contendo SH provenientes de turfa que
influenciaram a producdo de massa seca.

No entanto, quando observado o comportamento entre as doses de SH de sua fonte de
origem, novamente se evidenciam diferencas nos efeitos em relagdo a concentragdo e o
tempo. Os efeitos exercidos na producdo de biomassa novamente foram evidentes mais cedo
em SH de vermicomposto (menos aromdticas e hidrofilicas) enquanto as SH de turfa,
preservam ou respondem por este efeito nos diferentes momentos do experimento.
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4.4.5 Efeito das SH sobre a densidade micelial

Os resultados da densidade micelial calculados em Panus strigellus (Berk.) durante o
periodo de meio de cultura, apresentou uma tendéncia de redug@o ao longo do tempo (Figura
28). As diferencas significativas entre as diferentes doses de SH de vermicomposto com o
controle foram observadas em todos os momentos apds a inoculagcdo sendo o controle maior
em todas as doses.

Quando tratadas com SH provenientes de turfa, as diferencas com relacdo ao controle
ocorrem em sua maioria as 48 h apds a inoculacio, sendo maiores em todas as doses. Embora,
na dose de 500 mg SH L! seja tinica menor do que o controle.
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Figura 28. Densidade de micélio de Panus strigellus (Berk.). em funcdo do tempo (48, 96,
144, 192 h apds a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500
mg SH L-!) de doses de substincias hiimicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) +
controle de BDA, como fonte de carbono em meios de cultura. Cada valor é expresso
como média + erro padrdo (SE).

O comportamento da densidade do micélio, expressado como a unidade de massa
micelial por unidade de drea, refletiu o efeito das SH de vermicomposto e de turfa ja
observado na producdo de biomassa. Isto porque, as SH de turfa ocasionam mudancas no
comportamento do parametro em todos os momentos do experimento. Estas diferengas foram
mais evidentes na avaliacdo da densidade, uma vez que as SH de vermicomposto aplicadas
em todas as doses e em todos os momentos do experimento induziram respostas inferiores ao
tratamento controle.
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4.4.6 Efeito das SH sobre a eficiéncia biologica

Os resultados da eficiéncia bioldgica do micélio de P. strigellus (Berk.). durante o
periodo de crescimento apresentou diferencas significativas entre as diferentes doses de SH de
vermicomposto em relag@o ao controle as 96, 144 e 192 h apds a inoculagdo, sendo o controle
maior do que todas as doses (Figura 29).

Quando tratadas com SH provenientes de turfa as diferencas ocorreram em todos os
momentos apds a inoculacdo sendo que as doses apresentaram eficiéncia bioldgica maiores do
que o controle (Figura 29).
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Figura 29. Eficiéncia bioldgica do micélio de P. strigellus (Berk.). em fun¢do do tempo (48,
96, 144, 192 h ap6s a inoculacdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250,
500 mg SH L) de doses de substancias himicas vermicomposto (VC) ou turfa (peat) +
controle de BDA, como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor € expresso
como média + erro padrdo (SE).

O comportamento da eficiéncia bioldgica pela aplicacio das SH foi semelhante ao
observado e j4 discutido nos parametros anteriores. As SH de turfa em todas as diferentes
doses e em todos os momentos do experimento induziram o estimulo da eficiéncia bioldgica e
isto resume os efeitos desta SH em todos os pardmetros avaliados.

Faz-se necessario destacar que uma comparacdo mais real dos efeitos observados deve
ser realizada, isto porque a fonte de carbono presente no BDA ndo corresponde as condi¢des
de crescimento do fungo em condi¢des naturais. Neste sentido, os efeitos de ambas as fontes
de SH em P. strigellus (Berk.) foram mais homogéneos para o crescimento do didmetro do
micélio a todas as doses aplicadas, porém mais heterogéneas e evidentes para a producao de
biomassa.
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4.4.7 Analise de componentes principais (PCA) para as variaveis mensuradas em Panus
strigellus

A andlise de componentes principais (PCA) em relacdo as varidveis massa fresca de
micélio (FW), massa seca (DW), diametro (Diam), 4rea, densidade e efici€ncia bioldgica
(YP), as 144h ap6s a inoculagdo, em cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg HS L~
1) de turfa (Figura 30A), reteve 96,8% da variabilidade total nos primeiros dois componentes:
o componente principal (PC1) explica 60,7 % Esse componente separou o BDA em oposi¢do
aos demais tratamentos, correlacionando-se positivamente com massa seca, eficiéncia
bioldgica (Figura 30A). Por outro lado, as doses 15 e 500 sdao agrupadas no valor positivo de
PCI1. No entanto, PC2 explica 36,1% da variabilidade, o diametro e a d4rea, fortemente
relacionadas a dose 15 e 250, s@o projetadas negativamente (Figura 30A).

A PCA referente ao VC reteve 87,7% da variabilidade total nos dois primeiros
componentes (Figura 30B). O PC1 explica 55,9% e o PC2 explica 31,8% da variabilidade. O
PC1 separou a dose 75, 250, 500 e o BDA em oposicio aos demais tratamentos,
correlacionando-se positivamente com massa seca, eficiéncia bioldgica (Figura 30B). Por
outro lado, na PC2 o BDA especialmente se separou dos demais negativamente. No entanto,
as doses 2, 5 e 7 estdo positivamente correlacionadas na PC2 com diametro e area (Figura
30B).

Ao analisar o crescimento e a respiracao de basidiomicetos sob condi¢des limitadas de
carbono, Klein et al (2014) sugeriu que sob condi¢des que imitam o ambiente natural a adi¢ao
de substancias himicas no substrato resultou no aumento de rendimento de massa além de
afetar positivamente alteracoes fisioldgicas, bioquimicas e morfoldgicas dos fungos Trametes
mdxima.

4.5 Analises de Ganoderma lucidum
4.5.1 Efeito das substancias himicas sobre o crescimento e desenvolvimento do fungo

As SH isoladas de vermicomposto e turfa regularam de forma diferenciada o
crescimento e desenvolvimento de Ganoderma lucidum (Figura 31). Os efeitos de ambas as
SH dependeram das caracteristicas estruturais e do tempo de avali¢ao.

Pode-se ainda observar que ao longo do tempo ndo houve crescimento e
desenvolvimento do fungo em questdo com a fonte de SH proveniente do vermicomposto na
dose 500 mg SH L.
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Figura 30. PCA das varidveis massa fresca de micélio (FW), massa seca (DW), diametro
(Diam), é4rea, eficiéncia biologica (YP), de Panus strigellus (Berk.) 144h apds a
inoculacdo, em cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L") de dose de
substancias himicas de turfa (A) ou vermicomposto (B) + controle de BDA (PDA).
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Figura 31. Medi¢dao do diametro de crescimento micelial de G. lucidum com doses de
substancias himicas de vermicomposto e turfa como fonte de carbono em meios de
crescimento 48, 72, 96,120, 144 h ap6s a inoculacao.
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4.5.2 Efeito das SH sobre o diametro do micélio

Com base nos resultados obtidos do didmetro de crescimento micelial em meio de
cultura dgar, € possivel observar que as diferencgas significativas entre as doses de SH de
vermicomposto ocorrem as 48 h depois da inoculagdo, sendo maiores nas doses 2, 5, 75 e 250
mg SH L', com a melhor dose 250 mg SH L' (Figura 32). Este padrio se repete ao longo do
tempo até as 144 h apds a inoculagdo que corresponde ao final do experimento.

Ao serem tratadas com SH provenientes de turfa observa-se que todas as doses
apresentaram resultados menores do que o controle as 48, 72, 96, 120, 144 h apds a
inoculacio sendo que os tratamentos 125 e 250 mg SH L' proporcionaram os piores
resultados.
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Figura 32. Didmetro do micélio de G. lucidum em funcio do tempo (24, 48, 72, 96, 120, 144
h apds a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L~
1) de doses de substincias hiimicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de
BDA, como fonte de carbono em meios de cultura. Cada valor é expresso como média +
erro padrdo (SE).

Os efeitos das SH de ambas as fontes de origem induzem mudancas no crescimento do
diametro micelial de forma diferenciada. As SH de vermicomposto e turfa produzem estimulo
ou retraso no didmetro, de acordo com a concentracio aplicada e o tempo de crescimento. As
144 h, momento final do experimento (Figura 32), é possivel observar que as SH extraidas de
vermicomposto com predominio de estruturas alifaticas (Cayi-O,N e Caiy-O) e menor
hidrofobicidade, induzem estimulo do didmetro a maiores concentragdes (75 e 125 mg L.
Por outro lado € possivel observar que as SH extraidas de turfa com maior presenga de
estruturas com baixa funcionalizagdo quimica (Caky-H,R e Caromaic-H,R), maior
aromaticidade e hidrofobicidade, induzem estimulo do diametro a concentragdes menores (1,
2eS5mgL?).
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4.5.3 Efeito das SH sobre a area do micélio

Os resultados de drea micelial em Ganoderma lucidum apresentaram diferencas
significativas entre as doses de SH de vermicomposto em relacdo ao controle em todos os
momentos apds a inoculacio bem como em todas as doses utilizadas (Figura 33). Nos
parametros analisados, as SH provenientes de vermicomposto apresentaram melhores
resultados quando comparadas ao controle.

Quando tratadas com SH provenientes de turfa observa-se que as diferencas entre o
controle sdo significativas as 96, 144 h apds a inoculagdo sendo maiores nas doses 125, 250 e
500 mg SH L' e maiores do que o controle nas doses 2, 5,7, 15,35 e 75 mg SH L
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Figura 33. Area de micélio de G. lucidum em funcio do tempo (48, 96, 144, 192 h apéds a
inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L-!) de dose
de substancias hiimicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de BDA, como
fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor € expresso como média + erro padrao
(SE).

O estimulo na drea do micélio parece ser mais tardio quando aplicada as SH extraidas
de turfa ao fungo em comparacdo com o efeito da aplicacdo das SH de vermicomposto
(Figura 33). Estes resultados parecem indicar que o efeito de aumentar a area micelial em
Ganoderma lucidum pode ser induzida em um primeiro estidgio por estruturas alifdticas
oxigenadas (Caiy-O) provavelmente pertencentes a carboidratos e derivados ligninicos.
Posteriormente, estruturas predominantemente aromaticas (Caromatic-H,R € Caromatic-O,N)
seriam responsdveis pela manutencdo deste estimulo.
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4.5.4 Efeito das SH sobre a massa fresca e seca micelial

Com base nos resultados obtidos da producdo de massa fresca micelial durante o
crescimento em meio de cultura dgar, houve diferencas significativas entre as diferentes doses
de SH de vermicomposto em relagdo ao controle. Em todos os periodos de coleta o controle
foi maior do que todas as doses, sendo o melhor para o crescimento micelial de G. lucidum
(Figura 34). Os resultados obtidos para a produg¢do de massa fresca provenientes de SH de
turfa em relagdo ao controle foram os mesmos observados na outra fonte de SH onde o
controle sobressaiu em todos os periodos de coleta em relacdo as doses.
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Figura 34. Massa fresca de micélio de G. lucidum em funcdo do tempo (48, 96, 144, 192 h
ap6s a inoculacdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250mg SH L-1) de
doses de substancias himicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de BDA,
como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor € expresso como média + erro
padrdo (SE).

Os resultados obtidos na produg¢do de massa seca micelial em Ganoderma lucidum
durante o crescimento em meio de cultura apresentaram diferencas significativas entre as
diferentes doses de SH de vermicomposto com relacdo ao controle (Figura 35), em todos os
momentos apds a inoculacao sendo o controle maior do que todas as doses testadas.

Resultados similares foram observados no tratamento com SH provenientes de turfa
onde o controle também apresentou melhor produ¢do de massa seca micelial do que todas as
doses em todos os periodos de coleta.
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Figura 35. Massa seca de micélio de G. lucidum em funcdo do tempo (48, 96, 144, 192 h
apos a inoculacao) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L)
de doses de substancias humicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de
BDA, como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor é expresso como média +
erro padrdo (SE).

As SH extraidas de vermicomposto e turfa ndo mostraram inducdo expressiva do
estimulo na produgdo de biomassa tanto fresca quanto seca (Figura 35), quando comparadas
com o controle (condicdes ideais de crescimento). Em contrapartida, quando observado o
comportamento entre as diferentes doses de SH de acordo com a sua fonte origem notam-se
diferencas nos efeitos em relagdo a concentracdo e o tempo. Os efeitos exercidos na produgao
de biomassa foram evidentes mais cedo em SH de vermicomposto (menos aromadticas e
hidrofilicas) enquanto as SH de turfa preservam ou respondem por este efeito tardiamente.

4.5.5 Efeito das SH sobre a densidade micelial

Os resultados para densidade micelial calculados em Ganoderma lucidum durante o
periodo de crescimento em meio de cultura apresentou uma tendéncia de desenvolvimento ao
longo do tempo (Figura 36). As diferencgas significativas entre as diferentes doses de SH de
vermicomposto com relacdo ao controle foram observadas em todos os momentos apds a
inoculagdo com o controle sendo maior do que todas as doses (Figura 36).

Quando tratadas com SH provenientes de turfa observa-se também que em todos os
momentos apds a inoculagdo a tendéncia € do controle apresentar os melhores resultados do
que todas as doses e fontes (Figura 36). Embora nas doses 15 e 75 mg SH L' as 48 h ap6s a
inoculagio e a dose 125 SH L' as 96 h apés a inoculacdo sejam maiores do que o controle.
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Figura 36. Densidade de micélio de G. lucidum em funcao do tempo (48, 96, 144, 192 h apds
a inoculagdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250, 500 mg SH L-") de
doses de substancias himicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat) + controle de BDA,
como fonte de carbono em meios de cultura. Cada valor € expresso como média + erro
padrao (SE).

O comportamento da densidade do micélio, expressado como a unidade de massa
micelial por unidade de édrea, refletiu o efeito das SH de vermicomposto e turfa observado na
producdo de biomassa. Isto porque a SH de turfa ocasiona mudancas significativas no
parametro em momentos mais proximos do inicio do experimento. Com exce¢do das doses 35
e 125 mg SH L! que apresentaram densidades mais expressivas as 96 h apés a inoculagio
(Figura 36).

4.5.6 Efeito das SH sobre a eficiéncia biologica

Os resultados da eficiéncia biolégica do micélio de Ganoderma lucidum apresentou
diferencas significativas entre as diferentes doses de SH de vermicomposto com relagdo ao
controle as 96, 144 e 192 h apds a inoculagdo com o controle sendo maior em todas as doses
(Figura 37).

Quando tratadas com SH provenientes de turfa as diferengcas com o controle foram em
sua maioria as 192 h apds a inoculag@o sendo maiores em todas as doses.
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Figura 37. Eficiéncia bioldgica do micélio de Ganoderma lucidum em fungdo do tempo (48,
96, 144, 192 h ap6s a inoculacdo) dentro de cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250,
500 mg SH L) de doses de substincias hiimicas de vermicomposto (VC) ou turfa (peat)
+ controle de BDA, como fonte de carbono em meio de cultura. Cada valor € expresso
como média + erro padrdo (SE).

O comportamento da eficiéncia bioldgica pela aplicacio das SH foi semelhante ao
observado e ja discutido nos parametros anteriores (Figura 37). As SH de turfa induzem o
estimulo da eficiéncia bioldgica em todos os momentos com grande expressividade as 192 h.

Entretanto € vélido destacar que uma comparac¢do mais real dos efeitos observados
deve ser realizada quando analisadas apenas as SH, visto que a fonte de carbono BDA nao
corresponde as condi¢des naturais do crescimento do fungo. Neste sentido, os efeitos de
ambas as SH sobre Ganoderma lucidum sao heterogéneos e perceptiveis para o crescimento
da drea e do diametro do micélio a todas as doses aplicadas, porém menos intensas para a
producdo de biomassa.

4.5.7 Analise de componentes principais (PCA) para as variaveis mensuradas em
Ganoderma lucidum

A andlise de componentes principais (PCA) em relacdo as varidveis massa fresca de
micélio (FW), massa seca (DW), didmetro (Diam), 4rea, densidade e eficiéncia bioldgica
(YP), as 144h apé6s a inoculagdo, em cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250mg HS L) de
turfa (Figura 38A), reteve 99,9% da variabilidade total nos primeiros dois componentes: o
componente principal (PC1) explica 77,1 %. Esse componente separou o BDA em oposi¢ao
aos demais tratamentos, correlacionando-se positivamente com massa fresca, massa seca,
densidade e eficiéncia bioldgica (Figura 38A). Por outro lado, as doses 7, 15, 35, 75, 125, 250
sdo agrupadas no valor positivo de PC1. No entanto, PC2 explica 22,5% da variabilidade, o
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diametro e a drea, estdo fortemente relacionadas a dose 1, 2, 5, e que sdo projetadas
negativamente na PC2 (Figura 38A), sendo as doses que mais se aproximam de BDA.

A PCA referente ao VC reteve 95,9% da variabilidade total nos dois primeiros
componentes (Figura 38B). O PC1 explica 59,3% e o PC2 explica 36,6% da variabilidade. O
PC1 praticamente ndo separou as doses do controle BDA, porém € muito préximo da dose 2 e
S(Figura 38B). Ainda correlacionando-se positivamente com massa fresca, massa seca,
densidade, efici€ncia bioldgica, didmetro e darea (Figura 38B).

Grinhut et al. (2007) ao analisar os processos € mecanismos da degradacdo e
transformacgao de substancias himicas pelos fungos sapotréficos destacaram que os fungos de
podridao branca sdao demasiadamente ativos na degradacdo e mineralizacdo da susbtincia
supracitada resultando em sua modificacdo e polimerizagao favorecendo a manutencdo dos
ecossistemas.
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Figura 38. PCA das varidveis massa fresca de micélio (FW), massa seca (DW), diametro
(Diam), 4rea, eficiéncia bioldgica (YP), de Ganoderma lucidum, 144h apds a inoculagdo,
em cada nivel (1, 2, 5, 7, 15, 35, 75, 125, 250 mg SH L) de dose de substincias hiimicas
de turfa (A) ou vermicomposto (B) + controle de BDA (PDA).

63



5. CONCLUSOES

As SHs analisadas apresentam caracteristicas estruturais diferentes resultando em
diferentes propriedades e funcionalidades.

Percebe-se no que vermicomposto apresenta semelhancas de grupamentos funcionais
em alguns picos analisados com a turfa sendo que essa possui uma abundancia em estruturas
alifaticas. As diferencas na composi¢ao dos grupamentos funcionais sdo corroboradas pela
andlise quimiométrica de PCA.

A quantificacdo das estruturas e das propriedades encontradas nas SH em questdo
demonstrou a relacdo dos grupamentos funcionais com a porcentagem de aromaticidade e
alifaticidade comprovando que as propriedades analisadas sofrem influéncia direta da
composi¢ao estrutural.

Considerando as informacdes obtidas de acordo com os estudos realizados pode-se
afirmar que o uso de SHs como substituto de fontes de carbono em meios de cultura
alternativo influencia o crescimento e desenvolvimento de fungos agaricomycetes
beneficamente.

As andlises referentes em Pleurotus eryngii, Panus strigellus (Berk.) e Ganoderma
lucidum demonstraram que o crescimento € o desenvolvimento sofreram influéncias das
caracteristicas estruturais das diferentes fontes de SH. Pode-se ainda observar que a corrida
micelial sobre efeitos destas fontes como substituta do carbono em algumas doses sdo
superiores ao controle. Entretanto, cada fungo respondeu aos estimulos causados pelas
diferentes fontes de SH de formas distintas.

Pleurotus eryngii apresentou resultados mais significativos em todos os parametros
analisados quando a fonte de carbono era proveniente da SH de vermicomposto.

Ja as andlises de Panus strigellus (Berk.) demonstraram que a drea e a massa fresca
apresentaram resultados mais significativos para a fonte de SH de vermicomposto. Em
contrapartida, os parametros massa seca, densidade e eficiéncia biolégica apresentaram
resultados mais significativos quando a fonte de SH era a turfa.

Resultados similares foram observados nas andlises de Ganoderma lucidum onde os
parametros drea, massa fresca e massa seca obtiveram resultados mais satisfatérios com SH
proveniente de vermicomposto enquanto a densidade e a efici€éncia bioldgica apresentaram
resultados mais significativos quando a fonte de carbono era proveniente da turfa.

O conhecimento das vias bioquimicas da decomposi¢cdo da MOS realizada pelos
fungos permite a utilizacdo de substratos alternativos provenientes de residuos agroindustriais
e pecudrios propiciando modelos e projetos de produgdo sustentdvel.
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