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RESUMO

O Brasil é um dos maiores produtores e consumidor mun-
dial de dleo vegetal, acarretando em grandes volumes de
oleo residual, que se descartado inadequadamente polui o
meio ambiente. Esta poluicio pode ser evitada com o des-
carte adequado e reaproveitamento deste 6leo, como na
producio de sabdes, massa de vidraceiro, racio animal e
biodiesel. Outra forma de aproveita-lo é utiliza-lo como
fonte de carbono no cultivo de fungos, como os do género
Pleurotus, os quais sdo secretores de enzimas como lacase e
lipase, além de sua biomassa possuir atividade antioxidante,
antimicrobiana e antitumoral. Deste modo, nosso objetivo
foi estabelecer as condi¢des de cultivo de Pleurotus pulmo-
narius em 6leo vegetal residual de uma industria alimenti-
cia, a fim de produzir grande quantidade de biomassa e
reduzir o 6leo presente no meio. Para tanto o fungo P. pul-
monarius foi cultivado na presenca de 3% ou 6% de dleo,
ou glicose (controle), com ou sem agitacio (120 rpm), por 2,
4 e 8 dias. Nossos resultados demonstram que P. pulmona-
rius é capaz de se desenvolveram presenca de 3% de oleo
vegetal residual, de modo agitado, e consumir 90% deste,
sendo seu cultivo em 6leo um modo viavel de producio de
biomassa fiingica.

PALAVRAS-CHAVE: Pleurotus pulmonarius, 6leo residu-

al, biorremediagao.

ABSTRACT

Brazil is a major producer and consumer of vegetable oil, re-
sulting in large amounts of residual oil which is disposed im-
properly pollute the environment. This pollution can be pre-
vented with proper disposal and recycling of this oil, as in the
production of soaps, putty, animal feed and biodiesel. Another
way to enjoy it is to use it as a carbon source in the cultivation of
fungi such as the genus Pleurotus, which are secreting enzymes
such as laccase and lipase, as well as their biomass possess
antioxidant activity, antimicrobial and antitumor. Thus, our
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objective was to establish the Pleurotus pulmonarius cultivation
conditions residual oil from a vegetable food industry in order to
produce large amounts of biomass and reduce the oil present in
the middle. For both P. pulmonarius fungus was cultured in the
presence of 3% or 6% oil, or glucose (control) with or without
agitation (120 rpm) for 2, 4 and 8 days. Our results demonstrate
that P. pulmonarius is capable of desenvolverna presence of 3%
residual vegetable oil, stirred mode, and consume 90% of this,
and its cultivation in oil way of a viable fungal biomass pro-
duction.

KEYWORDS: Pleurotus pulmonarius, residual oil, biore-
mediation.

1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de
oleo vegetal, produzindo no ano de 2014 180.384 tone-
ladas de 6leo vegetal/dia. O Estado do Parand tem a se-
gunda maior capacidade instalada de processamento no
setor com 35.745 toneladas/dia, o que representa 20% do
total nacional'. Oleos vegetais sio amplamente utiliza-
dos pela populagdo brasileira, seja para uso doméstico,
comercial ou industrial, perfazendo uma produgéo anual
de trés bilhodes de litros de 6leo vegetal comestivel. Des-
te total, apenas 2,5% ¢ reutilizado para alguma finalida-
de, enquanto que o restante ¢ indevidamente descartado,
pela populacdo e industrias, nos solos, corpos d’agua,
rede de esgotos, ou ainda, incinerados. Seu descarte pela
rede de esgoto provoca o entupimento das tubulacdes e
aumento em até 45% nos custos de tratamento, quando
descartado nos rios cria uma barreira, que dificulta a
entrada de luz e oxigenagdo da agua, comprometendo
assim a base da cadeia alimentar aquatica e contribuindo
para a ocorréncia de enchentes. Além disso, a decompo-
si¢do do 6leo de cozinha emite metano na atmosfera, um
gas altamente explosivo e que contribui para o efeito
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estufaZ,

Os dleos e gorduras vegetais sdo predominantemente
triésteres de acidos graxos mono e poli-insaturados e
glicerol, chamado triacilgliceréis. Com o aquecimento
do 6leo no processo de fritura, uma série de reagdes
produz numerosos compostos de degradagdo, sendo
identificados mais de 400 compostos quimicos diferentes
em Oleo de fritura. As alteracdes fisicas mais frequente-
mente sdo aumento da viscosidade, altera¢do da cor e
formacdo de espuma. Ja as alteragdes quimicas sdo o
aumento de acidos graxos livres, compostos carbonilicos,
produtos de alto peso molecular, diminui¢do das insatu-
ragdes, entre outras®>. Mesmo com estas alteragdes o 6leo
vegetal residual ainda possui alto valor energético, que
hoje é pobremente explorado, sendo utilizada para a
producdo de sabodes, massa de vidraceiro, ragdo animal e
biodiesel*>>¢. Outra forma de aproveitd-lo é utilizd-lo
como fonte de carbono no cultivo de fungos filamento-
SOS.

Fungos da podriddo branca sdo basidiomicetos com
habilidade de reciclarem o carbono na natureza, sendo
capaz de degradar completamente a lignina em dioxido
de carbono, por serem capazes de sintetizar um grupo de
enzimas extracelulares oxidativas (ligninoliticas), prin-
cipalmente a peroxidase e a lacase’, além das enzimas
xilanases e lipases, o que os tornam capazes de colonizar
uma ampla variedade de substratos®. Dentre os basidio-
micetos estdo os do género Pleurotus, como o Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius e Pleurotus sajor-caju,
todos comestiveis. Tanto os Pleurotus quanto suas enzi-
mas sdo uma alternativa eficiente para a biorremediagao
de poluente recalcitrantes, pois possuem habilidade em
degradar e mineralizar substancias quimicas toxicas, tais
como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, atrazina e
organofosforados®!'’. Além de produzirem grande quan-
tidade de enzimas, os Pleurotus spp. sdo um excelente
alimento nutracéutico estando entre os fungos mais cul-
tivados do mundo, possuindo atividade antioxidante,
utilizada pelo corpo humano no combate a radicais livres
responsaveis pelo agravamento de patologias como can-
cer e doencas cardiovasculares!!>1%13.1415.16,

Na produ¢do de medicamento e alimentos nutracéu-
ticos costuma-se utilizar o basidioma fingico, sendo esta
forma 80-85% da producdo de fungos medicinas, con-
tudo, o basidioma ¢ de dificil e demorado cultivo assim,
se faz necessario novas formas de obtencdo destes fun-
gos, com os mesmos beneficios a satde aliado a um cul-
tivo rdpido e em grande escala'?. Deste modo, o cultivo
de fungos submersos pode ser uma boa estratégia, pois
se obtém as enzimas secretadas no meio reacional e
também a biomassa micelial para a producdo de alimen-
tos nutracéuticos e farmacos. Nesse sentido a escolha
das condigdes de cultivo e principalmente a composicao
do meio de cultura sdo fatores de extrema importancia
na producdo de biomassa e de enzimas. Na fermentacéo
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em estado liquido ou submersa o crescimento microbia-
no ocorre em meio liquido, geralmente agitado, podendo
ter dispositivos de aeracdo e controle da temperatura. Ja
0s meios contém necessariamente uma fonte de nitrogé-
nio, tanto organico quanto inorganico, e uma de carbono.
Dentre os compostos nitrogenados comumente usados
estdo os hidrolisados enzimaticos de proteinas (pepto-
nas), aminoacidos, ureia, nitrato e sais de amonia. J4 as
fontes de carbono sdo a frutose, manose, glicose, galac-
tose, celobiose, maltose, sacarose, lactose, dextrina e
amido. Assim, o presente trabalho teve por objetivo es-
tabelecer as condi¢des de cultivo de Pleurotus pulmona-
rius em Oleo vegetal residual pos-fritura de uma indus-
tria alimenticia, sendo o meio composto por 3 ou 6% de
oleo, ou glicose, e os frasco cultivados de modo estatico
ou agitado, a fim de produzir grande quantidade de bio-
massa e reduzir o 6leo presente no meio de cultivo.

2. MATERIAL E METODOS

O Cultivo em BDA:

Foi utilizado o isolado de Pleurotus pulmonarius CCB19,
gentilmente cedido pelo Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos da Universidade Estadual de Maringa e
cultivado no Laboratorio de Microbiologia do curso
Técnico em Biotecnologia — SENAI - Maringa. Os fun-
gos foram mantidos em tubos inclinados através de re-
piques sucessivos em agar batata dextrose. Os indculos
foram obtidos através do cultivado fungo em placas de
Petri contendo o mesmo meio a 28°C por 7 dias.

Pré-cultivo:

O meio basal de cultivo era composto por: 18 gL' de
glicose, 200 g.L! de extrato de batata, ¢ 0,1% de extrato
de levedura. Os meios foram esterilizados em autoclave
por 15 minutos, a 121 °C. Trés discos de
agar-batata-dextrose com 10 mm de didmetro cada um,
completamente colonizados pelo fungo, foram picados e
transferidos para 35 ml de meio basal em Erlenmeyer de
125 ml.  As culturas foram desenvolvidas por 5 dias em
mesa agitadora a 120 rpm.

Cultivo no residuo:

Os cultivos submersos foram conduzidos em frascos
Erlenmeyers de 250 mL, com 100 mL de meio basal
composto por: 7,0 gL' NaNO,, 7,0 g.L-' peptona, 0,5
gL' de MgSO4 .7TH,0 e 1,0 gL' de KHoPO4. A este
meio foi adicionado 6leo vegetal residual nas propor¢des
de 3% e 6% ou glicose (30g.L"), esterilizados em auto-
clave por 15 minutos a 121°C. Sob condigdes estéreis,
5g de massa micelial foi transferida para cada frasco e
estes foram divididos em dois grupos, sendo um cultivo
realizado estaticamente e outro sob agitagdo a 120 rpm.
Cada grupo foi composto por frascos contendo glicose
(controle), 3% ou 6% de 6leo e os cultivos foram de-



Genero et al. / Uninga Review

senvolvidos por 2, 4 ¢ 8 dias.

Obteng¢ao da massa micelial seca:

Apos 2, 4 e 8 dias os cultivos foram interrompidos e a
massa micelial obtida por filtragdo a vacuo, sendo poste-
riormente seca em estufa a 55°C até peso constante.

Determinagéo do dleo residual:

Apos 2, 4 e 8 dias de cultivo os filtrados obtidos, apds a
separagdo da massa micelial, foram submetidos ao mé-
todo Bligh-dyer!” para determinagdo do 6leo residual. Os
filtrados foram colocados em funil de decantagdo e a
eles foram adicionado 10 ml de cloroférmio, 20 ml de
metanol e 10 ml de solugdo de sulfato de sodio 1,5%.
Depois de tampados estes foram agitados e deixado em
repouso para a separagdo das camadas de forma natural.
Apbs descartada a camada superior, foi retirado 20 ml da
camada inferior (cloroférmio) e colocado em becker de
50 ml previamente pesado. Aproximadamente 1g de sul-
fato de sodio anidro foi adicionado ¢ a mistura agitada
para remover tragos de agua, sendo retirada a 4gua com
auxilio de uma pipeta. O becker foi colocado em estufa a
80°C para evaporar o cloroférmio (15 a 20 minutos),
resfriado em dessecador e pesado em balanga analitica.

Dosagem da lacase:

A atividade da lacase foi mensurada com 2,2'—azino-bis
(3- etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) em 50 mM
de tampao acetato de sodio pH 4.0, sendo a oxidagdo do
ABTS determinada pelo aumento da absorbancia a 420
nm (¢ = 36 mM'ecm™). A atividade enzimatica foi de-
terminada a 40°C e expressa em unidade enzimatica
internacional (U = pmol x 10 min™).

Analise estatistica:

Os experimentos foram realizados em duplicata e os
dados sdo expressos como porcentagem de reducdo de
oleo e média de biomassa seca, analisados por teste T
student (p< 0,05) no programa estatistico GraphPrismo6.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando o fungo Pleurotus pulmonarius foi cultivo
na presenga de 3% ou 6% de oleo vegetal residual ou
glicose, com os cultivos interrompidos apds 2, 4 e 8 dias
de cultivo, observamos que os cultivos conduzidos sob
agitacdo (120 rpm) produziram uma quantidade maior de
biomassa fungica em relacdo aos cultivos estaticos.
Dentre os cultivos agitados, o que apresentou maior
quantidade de biomassa foi o cultivo agitado na presenca
de 3% de oleo, apods 8 dias de cultivo, com média de
3,03 £ 0,07 g de biomassa seca (Figura 1).

Ao analisarmos a porcentagem de 6leo vegetal con-
sumida pelo fungo podemos identificar que o mesmo
apresentou maior redug@o na quantidade de 6leo presen-
te nos frascos contendo 3% de o6leo residual apos 8 dias
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de cultivo (Figura 2). Também podemos perceber que
em todos os frascos agitados ocorreu um consumo maior
do 6leo em relagdo aos cultivos estaticos.

Quando buscamos compreender o metabolismo do
fungo dosamos a enzima lacase, pois sabe-se que esta ¢
uma das enzimas do metabolismo de Pleurotus sp.
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Figura 1. Biomassa seca de Pleurotus pulmonarius em cultivo estatico
e agitado (120 rpm) com 3% ou 6% de 6leo vegetal residual ou glicose
(controle).
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Figura 2. Comparagdo entre a porcentagem de reducdo do o6leo pre-
sente no meio apos cultivo de Pleurotus pulmonarius com 3% e 6% de
6leo de modo estatico e agitado (120 rpm).
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Figura 3. Producdo de lacase pelo fungo Pleurotus pulmonarius na
presenca de dleo vegetal residual nas concentragdes de 3% e 6%, cul-
tivado sob agitagdo (120 rpm), por 8 dias.
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Em nossas dosagens observamos que houve uma ini-
bicdo da sintese da enzima lacase na presenga do 6leo,
observamos também que a agitagdo influenciou, pois no
grupo controle a agitacdo aumentou consideravelmente a
producdo de lacase pelo P. pulmonarius (Figura 3).

4. DISCUSSAO

Apbs andlise nas diferentes concentragdes e tempo de
processo, observamos que o fungo Pleurotus pulmona-
rius conseguiu se desenvolver na presenca de 6leo vege-
tal residual, tendo o modo de cultivo, estatico ou com
agitacdo, e a porcentagem de 6leo presente no meio, 3%
ou 6%, influenciado seu desenvolvimento. Ao observa-
mos a figura 1, concluimos que todos os fungos cultiva-
dos de modo estatico apresentaram um desenvolvimento
constante e inferior aos cultivos agitados. Acreditamos
que, no cultivo estatico houve a formacdo de duas ca-
madas no interior dos frascos de cultivo, o 6leo sobre a
agua, deste modo as células que mantiveram contato
com o O6leo superficial conseguiram metaboliza-lo, e
assim se dividirem, enquanto que as células que perma-
neceram na parte inferior do frasco, ndo tiveram acesso a
fonte de carbono, portanto, ndo conseguiram realizar seu
metabolismo. Isto também pode ser concluido ao obser-
varmos a reducdo do dleo presente no meio, o que foi
maior nos cultivos agitados (figura 2). Deve-se conside-
rar também que, a presenga do 6leo sobre o meio de cul-
tivo estatico dificultou a transferéncia de ar para o meio,
o que segundo Kavanagh (2011)!® ¢ essencial para o
metabolismo fungico da fonte de carbono. Ja os cultivos
mantidos em constante agitacdo, tiveram contato com a
fonte de carbono e aeracdo e, por conseguinte, houve um
maior crescimento, sendo obtido a maior quantidade de
biomassa apo6s 8 dias de cultivo agitado (figura 1). Dessa
forma, o crescimento da massa micelial sofreu grande
influéncia da agita¢do, sendo esta necessaria ao proces-
SO.

O periodo de cultivo também influenciou fortemente
o crescimento micelial ¢ redu¢do de 6leo no meio. Do
segundo para o quarto dia de cultivo (figural), podemos
observar que houve um decaimento no crescimento fun-
gico, contudo, houve um crescimento significativo apos
8 dias. Assim como observado em estudos feitos por
Macedo et. al (2002)"° onde o fungo Aspergillus versi-
color passou por fase de adaptacdo ao degradar 6leo cru
em solo, podemos concluir que tenha ocorrido o mesmo
com P. pulmonarius, e que ele apresentou uma fase de
adaptacdo ao meio de cultura devido a dificuldade em
metabolizar o 6leo vegetal residual. A concentragdo da
fonte de carbono interfere diretamente no crescimento
dos fungos, o que pode ser observados por nos ao cons-
tatarmos que nos cultivos apresentando 3% de 6leo re-
sidual houve um crescimento fungico significativamente
maior do que em relagdo ao contendo 6%.

Confortin (2006)* ao estudar o fungo Pleurotus sa-
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Jjor-caju PS- 2001 sobre a influéncia de diferentes fontes
de carbono com ou sem o6leo de soja, constatou que em
um meio de cultivo contendo 5 gL' de sacarose e 1
mL.L" 6leo de soja, o fungo ndo utilizou a sacarose co-
mo fonte de carbono e sim o dleo presente no meio,
comprovando que fungos do género Pleurotus sdo capa-
zes de se desenvolver em meio contendo o6leo, o que
também foi constatado em nossos experimentos com
Pleurotus pulmonarius. Entretanto a concentragdo de
6leo presente no meio deve ser considerada, pois como
ja analisamos grandes quantidades de 6leo leva a forma-
¢do de uma camada sobre o cultivo o que dificulta a
oxigenagdo e o acesso a fonte de carbono. Sabendo disso,
buscamos a maior concentracdo possivel de 6leo no
meio, sendo o resultado obtido apresentado na figura 2.

Ao cultivarmos o P. pulmonarius na presenga de 6leo
nas proporcdes de 3% e 6% do meio de cultivo, sob agi-
tagdo, este apresentou uma maior redugdo de 6leo no
meio quando na concentracdo de 3% (figura 02). Acre-
ditamos que isto ocorreu devido a capacidade de secre-
¢do enzimatica do fungo, pois como foi colocada a
mesma quantidade de biomassa inicial, a produgdo en-
zimatica foi suficiente apenas para metabolizar os 3% de
6leo presente no meio. Também devemos considerar que
em nosso experimento o meio era pobre em nutrientes,
assim o fungo ndo se manteve vidvel por mais tempo
para uma melhor absor¢do do 6leo, diferente dos resul-
tados obtidos por Cazarolli (2013)?!, que utilizou os
fungos Pseudallescheria boydii, Paecilomyces variotti e
Scedosporium aurantiacum, todos ascomicetos, € ob-
servou que ao aumentar a concentragdo de nutrientes no
meio conseguia metabolizar uma concentragao limite de
6leo de 10%. Por mais que esta porcentagem de 6leo
consumida seja maior que a obtida por nds, acreditamos
que nosso experimento apresentou 6timo resultado, pois
foi utilizado apenas fontes basicas de nutrientes, com
custos menores que os sais utilizados por ele, além do
tempo de cultivo, que em nosso experimento foi de &
dias, enquanto que ele precisou de vinte e oito dias para
obter seus resultados com os trés isolados fingicos.

Ao analisar o melhor tempo necessario para o con-
sumo do 6leo observamos que houve uma queda no
quarto dia e posterior aumento no 8° dia, sendo este o
melhor periodo. A partir deste resultado podemos consi-
derar duas hipoteses, ou o fungo se multiplicou neste
periodo tendo maior niimero de células para metabolizar
o 6leo, 0 que ndo foi confirmado, visto que a biomassa
manteve-se constante ao longo do tempo de cultivo (fi-
gura 01), ou a reagdo enzimatica sob o 6leo se processa
em um periodo inferior a 8 dias, o que deixaria disponi-
vel as mesmas enzimas para atuarem sobre novo subs-
trato. Nesse sentido dosamos a enzima que comumente é
secretada em maior concentracdo pelo P. pulmonarius, a
lacase. A maior secre¢do de lacase na presenca de dleo
foi obtida com 6% deste, contudo a maior redugdo de
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oleo presente no meio foi na presenca de 3% (figura 03),
0 que nos leva a concluir que ndo € a lacase a principal
responsavel pela degradacdo do 6leo presente no meio. A
secregdo de lacase apds 8 dias de cultivo foi influenciada
pela agitagdo, assim o grupo estatico apresentou uma
produgdo de lacase inferior ao grupo agitado, sendo este
resultado j& observado por outros pesquisadores, os
quais constataram que a agitacdo influencia positiva-
mente a produgio enzimatica®?.

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos concluimos que o
fungo Pleurotus pulmonarius ¢ capaz de se desenvolver
em meio contendo 6leo vegetal residual de industria
alimenticia, sendo este desenvolvimento influenciado
pela concentragdo de 6leo que deve manter-se em torno
de 3% do volume total do meio de cultivo, e, que este
cultivo deve ser conduzido sob agitagdo constante. O
periodo de cultivo também influencia a reducdo de 6leo,
sendo o periodo de 8 dias o de maior redugdo. Podemos
também constatar que a enzima responsavel pelo meta-
bolismo do fungo ndo foi a lacase, assim podemos suge-
rir que outras enzimas, como a lipase tenham sido secre-
tada pelo fungo, sendo necessaria a dosagem desta en-
zima. Deste modo concluimos que a utilizagao do fungo
P. pulmonarius na reciclagem do 6leo vegetal residual é
viavel, visto que ele consegue se desenvolver e consumir
0 6leo em um meio com poucos nutrientes € em um pe-
riodo curto de tempo o que viabiliza seu uso comercial.
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