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RESUMO

Anualmente uma quantidade expressiva de residuos € gerada e mal destinada, por
muitas vezes queimada, ndo aproveitando o potencial energético destes materiais. O
cultivo de cogumelos € uma alternativa muito interessante para a destinacdo dos residuos
agroindustriais, visto que o material gerado neste segmento é rico em composicao
lignocelulosica, e pode ser utilizado como substrato para o crescimento de cogumelos. O
Rio Grande do Sul ¢ particularmente um grande gerador de casca de arroz, assim como
produz uma grande quantidade de bagaco de malte e serragem, que sdo residuos muito
comuns ao longo de todo o Brasil. Diversas espécies de cogumelos sdo cultivadas ao redor
do mundo, e a aceitacdo ao paladar humano tem aumentado nos Gltimos anos. Levando
em consideracdo este cenario, este trabalho teve como objetivo o cultivo de cogumelos
utilizando residuos agroindustriais. A principio, o objetivo do trabalho foi avaliar a
producdo de cogumelo pelo fungo P. ostreatus, através de um planejamento central
composto, onde foram avaliadas a influéncia da quantidade de bagago de malte (BDM)
complementado com serragem (SE) , casca de arroz (CA), e quantidade de CaCO3, tendo
como varavel resposta a eficiéncia bioldgica (EB). Apo6s haver falhas experimentais
relacionadas ao tempo de incubagdo, com controle de umidade e de iluminagdo na
frutificacdo, ndo foi possivel produzir uma quantidade significativa de cogumelos, entdo
se optou por fazer uma discussao a respeito dos dados obtidos. Foi possivel observar que
hd um potencial enorme para a producdo de cogumelos utilizando os residuos
agroindustriais, devendo o substrato e a técnica serem especificas para o fim desejado
com o material disponivel. Com bagaco de malte, serragem e casca de arroz, junto com
carbonato de célcio foram feitos 13 ensaios para cultivo. No periodo de dois meses,
apenas um tratamento com porcentagem de CaCO3 de 4,40 %, de BDM de 18,70 %, 38,45
% de CA e 38,45 % de SE, com razdo C/N de 74, gerou cogumelos saudaveis. O fungo
utilizado estava armazenado por mais de um semestre. A colonizagdo no substrato e a
frutificacdo tiveram uma demora maior do que indica a literatura, dando indicios de que
a vitalidade do fungo foi um fator importante para o falta de sucesso da maioria dos

tratamentos cultivados no periodo imposto ao trabalho.
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1. INTRODUCAO

Uma enorme quantidade de residuos de colheita, da agroindustria e pecuaria sao
gerados anualmente, sendo a maior parte material lignocelulésico (KUHAD et al. 1997).
Apesar dos residuos agroindustriais possuirem compostos benéficos, o seu valor aparente
é menor do que o custo com coleta, transporte e processamento para o uso. Contudo, se
forem utilizados para a industria alimenticia, ndo serdo mais considerados residuos, mas
sim novas fontes de matéria prima. Um ndmero grande de residuos agroindustriais como
palhas, cascas, poeiras e serragem, tém sido aproveitado em processos de fermentacao
em estado sélido (SSF) para a producdo de cogumelos, utilizando fungos basidiomicetos
para a producdo de metabdlitos valiosos, tais como esterdis, &cidos graxos e acidos
organicos, celulases, amilases, lipases, proteinases, pectinases penicilina, cefalosporina,
ciclosporina, estatina e outros. (RAJARATHNAM et al. 1998, HOWARD et al. 2003,
HOLKER et al. 2004).

O cultivo de cogumelo tem se mostrado uma area com bastante potencial de
exploracdo ao se utilizar residuos florestais e agroindustriais (MOORE & CHIU, 2001).
Diversos cultivos sdo realizados ao redor do mundo com diferentes técnicas, dependendo
dos materiais disponiveis em cada local, necessitando experimentalmente de uma
avaliacdo para a determinacdo do melhor substrato e condi¢6es para o fungo utilizado.

No Rio Grande do Sul, a industria arrozeira é lider no aspecto nacional e a
quantidade em nimero de cervejarias também. Neste trabalho se utilizou trés residuos
gerados em grandes quantidades na agroindustria: bagaco de malte, serragem e casca de
arroz, trés materiais lignocelulésicos que podem ser utilizados pelos cogumelos como
fonte de energia. O bagaco de malte possui um maior conteido de nitrogénio que a casca
de arroz e a serragem, podendo misturar esses materiais para obter uma condicao ideal de
cultivo de cogumelos em relagdo C/N.

Dando continuidade ao trabalho de Oliveira (2018) no seguimento de cultivo de
cogumelos com residuos, em que avaliou a eficiéncia biol6gica em cultivos com casca de
arroz/bagaco de malte e serragem/bagaco de malte, sem avaliar a influéncia do carbonato
de célcio, o presente trabalho teve como objetivo inicial avaliar a eficiéncia bioldgica na
producdo de cogumelos pelo fungo P. ostreatus, utilizando um planejamento central
composto 22, totalizando 13 experimentos. As variaveis utilizadas foram o percentual de
bagaco de malte e o percentual de CaCOs. Durante a fase experimental, ocorreram

problemas durante o cultivo do fungo. Com isso, este trabalho versara sobre uma
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discussdo a respeito da producdo de cogumelos e 0s experimentos serdo mostrados e

avaliados apenas de forma discursiva.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

De acordo com Mande (2005), existem dois tipos de residuos gerados na
agroindustria: residuos de colheita (gerados no campo) e residuos de processo (gerados
na industria). Os residuos de colheita, que sdo materiais de vegetais deixados para tras no
campo depois da colheita do produto principal, possuem diferentes tamanhos, formatos e
densidades como palhas, caules, gravetos, folhas, restolho, material fibroso, raizes, ramos
e galhos. Estes sdo produzidos a partir de vérias fontes como culturas de campo e colheita
de semente (incluindo palha ou restolho de cevada, feijdo, arroz, centeio, trigo, milho,
algodédo, sorgo, gramineas, cana-de-acUcar, soja e alfafa), fruta, noz, vegetais ou culturas
energéticas (podas de pomar, brotos de videira ou folhas restantes no chdo depois da
colheita), e esterco de gado.

Residuos de processo sdo subprodutos gerados na limpeza, debulha, peneiramento
e esmagamento. Estdo na forma de casca, poeira, caules, etc. Residuos de processo de
alimentos que vém de plantas sdo cascas, sementes, carocos, polpas, farelos, bagaco,
maltes, lGpulo e uma variedade de outros subprodutos dos processos de produgdo em
massa de alimentos. Alguns exemplos desses materiais sdo subprodutos do
processamento de café, bagaco de cana-de-agUcar, cascas de cereais, farinha de milho,
farinha de sementes e outros. Esta categoria compreende ainda a residuos de madeira
produzidos a partir do processamento primario ou de fabricantes (producdo de casca,
lascas, serragem, residuos grosseiros e aparas de madeira). Na serragem de um tronco,
aproximadamente 50% do volume inicial da tora é convertido em produto e 50% em
residuo (ALDERMAN 1998).

Em 2008, estima-se que a producdo da biomassa lignocelulésica anual seja maior
que 200 x 107 tons. Da quantidade de residuos de colheita produzida no mundo
anualmente, de 27 colheitas alimenticias, estima-se 4 x 10° tons, os quais 3 bilhdes de
toneladas s@o de residuos lignocelulésicos de cereais (REDDY & YANG, 2005;
ZHANG, 2008; LAL, 2005, 2008).



CULTIVO DE PLEUROTUS OSTREATUS UTILIZANDO BAGACO DE MALTE, SERRAGEM E CASCA DE ARROZ 4

2.1.1. BAGACO DE MALTE

A cevada, de onde se origina 0 malte, assume a posicdo de quarto cereal mais
importante no mundo depois de trigo, milho e arroz (AKAR et al. 2004).

Cerca de 90% da cevada brasileira, que € utilizada principalmente para a producgéo
cervejeira, € da variedade BR-2. Nacionalmente, séo geradas 270 mil toneladas de malte
por ano, cujo valor ndo supre a necessidade produtiva nacional que é em torno de 1 milh&o
de toneladas por ano (SANTOS et al., 2001). A cada 100 kg de gréos utilizados para o
processo, cerca de 125 a 130 kg de bagaco Umido sdo gerados com umidade em torno dos
80%, correspondendo aproximadamente entre 14 a 20 kg de bagaco a cada hectolitro de
cerveja produzida (FILLAUDEAU et al., 2006). O bagaco de malte € o maior residuo da
indUstria cervejeira, totalizando cerca de 85% do total de residuos produzidos em uma
cervejaria. E produzido em grandes quantidades durante todo ano, com baixo ou com
nenhum custo pela sua aquisicao, e apresenta um enorme valor nutricional (ALIYU &
BALA, 2011; LIMA, 2010).

A cevada (Hordeum vulgare L.) é um cereal que pertence ao género Hordeum e a
familia das Gramineas (KENT, 1987). E basicamente constituido de trés elementos
fundamentais em sua parte interna envolvida pela casca: embrido, endosperma e
envoltorio (ZSCHOERPER, 2009).

O embrido representa de 3 a 4% do peso do grdo (isento de dgua), é composto por
aproximadamente 10% de proteinas, 25% de lipideos, 10% de sacarose e 5% de minerais.
O envoltorio estad abaixo da casca e € composto por duas camadas: pericarpo e testa
(TSCHOPE, 1999). Basicamente, o objetivo do envoltério € proteger o embrido. Em
épocas de colheita até o fim da malteacdo, o envoltério permite a umidificacdo da parte
interna do gréo, protege contra perigos mecanicos e contra insetos e microrganismos
(ZSCHOERPER, 2009).

Cerca de 50 a 63% da cevada é composta por amido, sendo 0 componente mais
importante do gréo. O amido é formado no amadurecimento do gréo, pela fotossintese na
assimilacdo e seguinte condensacédo da glicose, e fica armazenado sob forma de granulos
no endosperma (KUNZE, 1999). A principal funcdo do amido é servir de reserva
energética para o embrido, até 0 momento em que a planta consiga suprir a necessidade
energética através da fotossintese (TSCHOPE, 1999). O gréo de cevada é representado

como mostra a Figura 1.
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Figura 1 - Corte longitudinal do grdo de cevada.
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O gréo de cevada possui uma quantidade pequena de enzimas insuficiente para a
producdo cervejeira; a maior parte das enzimas é produzida ap6s a germinacdo no
processo de malteacdo (KUNZE, 1999).

A celulose presente no grao esta principalmente na casca da cevada, podendo
também ser encontrada em quantidades menores em outros locais (ZSCHOERPER,
2009). As enzimas do malte, ndo conseguem quebrar as cadeias de celulose, desta forma,
apos o processo de malteacdo elas saem intactas (KUNZE, 1999), assim como no
processo cervejeiro de mosturacéao.

O processo de malteacdo € feito em trés etapas: maceracdo, germinacao e secagem.
Primeiramente os grdos limpos de cevada s&o umidificados, colocando-os em
reservatorios com agua na temperatura entre 5 e 18 °C, onde sdo mantidos por 2 dias com
trocas sucessivas de agua durante um intervalo de 6 a 8 horas. Apds este tempo, o teor de
umidade do gréo chega a 42 a 48 %, induzindo assim o metabolismo a germinacao. Apds
a maceracao os grdos sao colocados para germinar em ambientes com passagem de ar
umido pelo leito de cevada, mantendo a temperatura entre 15 e 21 °C. Nesta segunda

etapa, ocorre a ativacdo de enzimas do malte como as amilases, proteases e glucanases.
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Terminando a germinacdo, apos 6 ou 7 dias, ocorre a secagem do malte em temperatura
entre 40 e 60 °C até chegar em um teor de umidade de 4 a 5 %, evitando desta forma
algum tipo de contaminacdo. Apds estas etapas ocorre 0 armazenamento do malte em
silos por mais de 3 semanas para homogeneizar a umidade de toda a amostra.
(LIZARAZO; de FRANCISCO, 2003; TSCHOPE, 2001; VENTURINI FILHO;
CEREDA, 2001).

Na cervejaria, primeiramente, o malte de cevada é moido, para ser colocado em
uma tina de mosturag&o, quando ocorre o arriamento do malte. Os grdos moidos da cevada
sdo misturados com agua, sendo a mistura aquecida durante um determinado periodo de
tempo com temperatura variando entre 37 e 78 °C em formas de rampas descontinuas.
Nesta etapa ocorre principalmente a hidrolise do amido em agucares fermentaveis, como
maltose e maltotriose, e ndo fermentaveis como dextrinas. A etapa seguinte é a filtracdo
deste mosto, em que € separada a parte liquida (utilizada para posterior fervura e
fermentacdo, originando a cerveja) da parte sélida que é o bagaco de malte (DRAGONE,
2007; LINKO et al. 1998).

2.1.2. CASCA DE ARROZ

O arroz é um vegetal pertencente a familia das gramineas e do género Oryza. Dentre
as mais de vinte espécies existentes a mais cultivada € a Oryza sativa (JULIANO, 1993).
O longo histérico de cultivo do Oryza sativa 0 tornou bastante adaptado a diversos
ambientes e condi¢cbes, desde ambientes completamente inundados a encostas
montanhosas secas (LU & CHANG, 1980).

Em 2016, o Brasil obtinha a colocagdo de nono maior produtor do mundo no ramo
arrozeiro, com a participacdo de 1,7 % da producdo mundial e produgéo de 11,1 milhdes
de toneladas na safra de 2015/2016 (FAOSTAT, 2018).

No Brasil, 0 arroz é cultivado em todas as regides. O destaque nacional de producéao
arrozeira é o estado do Rio Grande do Sul, responsavel por mais de 50 % da produgéo
nacional (ANALISE ECONOMICA, 2009). Na safra de 2016/2017 este valor foi de 70,8
%, representando 12,3 milhdes de toneladas (CONAB, 2018), superando a safra nacional
de 2015/2016 citada anteriormente.

O gréo de arroz é composto de fora para dentro respectivamente pela casca

(constituida pela palea e lema), envoltorio do cariopse (constituido pelo pericarpo,
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tegumento e nucela), endosperma (constituido pela capa de aleurona e pelo endosperma
amilaceo) e embrido (VIEIRA; CARVALHO, 1999), como mostrado na Figura 2.

Figura 2 - Camadas do gréo de arroz.
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Fonte: VIEIRA, RABELO, 2006

O arroz em casca € um arroz que ndo passou por nenhum processo tecnoldgico. O
arroz beneficiado é um arroz que amadureceu e que passou por algum processo de
beneficiamento, no minimo a remocao de sua casca. O arroz integral passou apenas pelo
processo de remocao da casca (BRASIL, 2009).

Fontoura (2015), na safra de 2014/2015, estimou no Rio Grande do Sul uma
producéo de 1,74 milhGes de toneladas de casca de arroz, o qual foi considerado o valor

de 20% do peso do arroz, representando a proporcdo da casca.

2.1.3. SERRAGEM

A serragem é formada por pequenas particulas de madeira que geram um volume
consideravel de residuos na inddstria madeireira. E um produto da passagem da serra de
reducdo na madeira. A serragem ndo é um residuo que desperta muito interesse para

aproveitamento no Rio Grande do Sul, devido a sua alta quantidade de impurezas, que a
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inviabiliza para aplicacGes em outros produtos a base de madeira, ndo € um combustivel
bom, a ndo ser quando em forma de briquetes ou quando associado a outro residuo de
madeira sélida. Possui uma biodegradacdo lenta, que dificulta sua aplicacdo em
compostagem agricola. Geralmente € utilizada em criadouros de aves e animais. A
fiscalizacdo da serragem esta entre as mais rigorosas, pois pode se disseminar com o vento
facilmente. 1sso promove a queima e disposicao irregulares em diversas serrarias que ndo
encontram uma utilidade no residuo (FAGUNDES, 2003).

Diversas espécies de madeiras podem ser utilizadas para a utilizacdo como
serragem. As mais comuns incluem carvalho, alamo, amieiro, bordo, vidoeiro, cereja
selvagem, manga e ulmus. Algumas madeiras devem ser evitadas ou requerem um pré-
tratamento como pinheiro, cedro e pau-brasil. O pinheiro possui reninas que inibem o
crescimento do micélio, o pau-brasil e cedro sdo resistentes a colonizagdo micelial
(MUSHWORLD, 2004).

2.2. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (SSF)

Fermentacdo em estado sélido (SSF) é um processo em que 0 microrganismo se
desenvolve em um meio sélido com baixa ou sem agua livre. A SSF é um processo
historicamente importante para a humanidade utilizado h& milhares de anos,
principalmente para preparacdo de alimentos, seja nos paises ocidentais (pées e queijos)
ou orientais (processo Koji). Ja nas Ultimas décadas é um processo ainda utilizado em
diversas aplicacdes, como producdo de biomoléculas e produtos para inimeras industrias,
seja alimenticia, farmacéutica, téxtil, bioquimica e de bioenergia, entre outras (PANDEY,
2003; SOCCOL & VANDENBERGHE, 2003).

Os residuos mais promissores para a SSF provém justamente da agricultura ou de
residuos florestais, que sdo abundantes e normalmente mal aproveitados. Uma fragdo
destes residuos vai para a geracdo de energia elétrica e uma grande parte € queimada sem
aproveitamento energético ou permanecem no campo, representando um enorme
problema ambiental (FARINAS, 2015).

A principal contrapartida da fermentacdo em estado solido é o processo de
fermentacao submersa, processo em que 0s microrganismos se desenvolvem em um meio

liquido com alta quantidade de agua. Este processo possui uma série de vantagens em
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relacdo ao SSF por possibilitar a utilizacdo de sistemas de instrumentacéo e controle
(monitoramento de pH, oxigénio dissolvido, temperatura, concentragdo das moléculas
soluveis de agua), separacdo de biomassa apds fermentagdo, mistura, aeragdo e “scaling
up” (FARINAS, 2015).

Entretanto a SSF consegue mimetizar o habitat natural de diversos microrganismos
(principalmente fungos), ndo necessitando de uma grande energia para a esterilizagéo (por
causa da baixa quantidade de &gua); € menos suscetivel a contaminacao bacteriana; gera
substrato e portanto gera uma maior concentracdo de produto final; tem diversas
vantagens ambientais, pois € possivel utilizar residuos agroindustriais ou a fonte
energética de forma natural, além de diminuir o desperdicio de agua (SINGHANIA,
PATEL, SOCCOL, & PANDEY, 2009). Alguns outros aspectos interessantes da SSF sao:
a maior qualidade e atividade dos extratos; a dispensabilidade do uso de solventes
organicos (que as vezes conferem toxicidade ao substrato); menor capital e custos de
operagdo; reducdo de processos “downstream” e de agitacdo (MARTINS et al., 2011;
SINGHANIA et al., 2009).

As escolhas mais importantes a serem feitas em uma SSF o microrganismo e o
substrato. Os microrganismos especialmente adequados para a SSF sdo os fungos
filamentosos, desde que o cultivo imite o seu habitat natural. Nessas condigdes, eles sdo
capazes de sintetizar grandes quantidades de enzimas e outros metabdlitos (FARINAS,
2015). Outros microrganismos, como leveduras em segundo lugar, sdo altamente
recomendados para SSF, pois sdo capazes de se desenvolver em ambientes com baixa
atividade de agua, tais como algumas espécies de bactérias (e.g. Bacillus subtilis, Bacillus
thuringiensis and Lactobacillus sp.), que também foram bem sucedidas na producéao de
enzimas na condicdo de estado sélido (SINGHANIA et al., 2009). Actinomycetos sdo um
grupo de bactérias que apresentam caracteristicas de colonizacdo em estado sélido,
produzem uma vasta gama de enzimas degradativas e possuem resisténcia a condic¢des
extremas, também sdo indicadas para o processo de SSF, como € o caso da Streptomyces
sp (OROZCO et al., 2008).
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2.3. COGUMELOQOS

Cogumelo é conhecido por ser a frutificacdo de fungos superiores que pertencem
aos filos Basidiomycota e Ascomycota, sendo esta etapa a estrutura de reproducgéo sexuada
destes fungos. (STAMETS, 1983).

Segundo a Resolucdo RDC n° 272 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), “Cogumelo Comestivel: é o produto obtido de espécie(s) de fungo(s)
comestivel(is), tradicionalmente utilizada(s) como alimento. Pode ser dessecado, inteiro,
fragmentado, moido ou em conserva, submetido a processo de secagem e ou defumacéo
e ou coccdo e ou salga e ou fermentacdo ou outro processo tecnoldgico considerado
seguro para a producao de alimentos.”

Dentre as 45 mil espécies de cogumelo relatadas na literatura, aproximadamente
duas mil sdo consideradas comestiveis, porém cultivadas sdo em torno de 25 espécies e
apenas 10 se tornaram um produto de larga comercializacdo (URBEN e SIQUEIRA,
2003).

A quantidade de cogumelos cultivados no mundo é cerca de 26 vezes menor do que
a producdo de carne, sendo o cultivo de cogumelos equivalente a trés milhdes e meio de
toneladas e a producdo de carne a 80 milhdes, com a China na lideranca de producéo
mundial dos cogumelos (URBEN, 2003).

As espécies mais cultivadas ao redor do mundo, mostradas na Figura 3, sdo A.
Bisporus (A), P. Ostreatus (B) e L. Edodes (C), seguidas de Auricularia auricula (D),
Flammulina velupites (E) e Volvariella volvacea (F). Algumas outras espécies produzidas
com sucesso em diversos substratos incluem Agrocybe aegerita, Ganoderma spp.,
Grifola frondosa, Hericium erinaceus Hypsizygus mamoreus, Lepusta nuda, Coprinus
comatus, Pholiota e Stropharia spp. (STAMETS 2000, ROYSE 2004).
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Figura 3 - Cogumelos: (A) Agaricus bisporus (Champignon); (B) Pleurotus ostreatus (cogumelo ostra);
(C) Lentinula edodes (shiitake); (D) Auricularia auricula (Orelha de judas); (E) Flammulina velutipes; (F)
Volvariella volvacea.

(D) (E) F)

Fontes:

https://www.etsy.com/sg-en/listing/594583102/agaricus-bisporus
http://www.naturephoto-cz.com/oyster-mushroom-photo-3384.html
http://www.discoverwesbrook.com/posts/marvelous-mushrooms-a-shiitake-log-cultivation-workshop#.XQpTgY97nIU
https://www.treknature.com/gallery/Europe/Romania/photo174660.htm
http://champignonscomestibles.com/wp-content/uploads/2011/08/Flammulina-velutipes-300x212.jpg

mmoow >

https://iwww.velutipes.com/natural/volvariella_volvacea.htm

Os paises ocidentais, focados no consumo de Agaricus, ajudaram muito no
desenvolvimento de tecnologia, incluindo o design de cultivo, controle de qualidade,
controle micro processado e dados de cultivo, colheita mecanica e processamento. Na
Holanda, sistemas de cultivo de alta tecnologia tém o maior rendimento por unidade de
area do mundo (CHIU et al. 2000).

Os cogumelos podem ser classificados em trés categorias: saprofitos, micorrizicos
e parasitas. Os cogumelos mais comumente encontrados séo saprofitos, que
desempenham o papel de decompositores em um ecossistema, crescendo em matéria
organica como madeira, folhas e palhas na natureza. Os fungos podem ser consumidores

priméarios ou secundarios, no segundo caso pode haver a presenga de uma bactéria ou
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algum outro fungo que faca a degradacdo do substrato. A celulose é a principal fonte
nutritiva dos cogumelos e é uma das matérias organicas mais abundantes no mundo. Os
cogumelos sdo considerados muito importantes, pois sdo 0s Unicos que conseguem
hidrolisar a celulose e absorvé-la transformando-a em comida. O Pleurotus ostreatus é
um dos exemplos de cogumelo comestivel capaz de consumir material lignocelulésico
para obtencdo de seus nutrientes. Esta capacidade se deve a producdo de enzimas
lignocelulosicas que convertem lignina e celulose em carboidratos menores que servem
como fonte de energia para o fungo. Serragem de madeiras rigidas como de Mogno
possuem uma quantidade de carboidratos estruturais maiores do que as madeiras macias
como as da arvore de coco. Na escola de tecnologia de crescimento de cogumelos das
Philipinas € dito para priorizarem madeiras duras ao fazerem uso de serragem
(MUSHWORLD, 2004). Na Figura 4 € representada a estrutura de um cogumelo do filo

Basidiomycota.

Figura 4 — Representagdo de um cogumelo do filo Basidiomycota.
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2.3.1. BASIDIOMICETOS E ASCOMICETOS

De acordo com suas caracteristicas como tipo de reproducdo, microestruturas
especializadas peculiares, producdo de enzimas, entre outras, os fungos podem ser
divididos em quatro filos fundamentais: Deuteromycota, Basidiomycota, Ascomycota e
Zygomycota (BonoNl et al.,1999).

Os cogumelos, como mencionado no inicio da se¢do 2.3, pertencem aos filos
Basidiomycota e Ascomycota (STAMETS 1983). Nos basidiomicetos (Figura 5), a
producdo dos esporos (basidiosporos) ocorre nos basidios (estrutura microscépica
formada por hifas), localizados no himénio. Geralmente um basidio produz quatro
esporos, podendo variar este numero de dois a oito. H& uma estimativa de haver
aproximadamente 30.000 espécies de basidiomicetos que representam 37% do nimero
dos fungos verdadeiros (KIRK et al., 2008).

Figura 5 - Basidiomicetos: (A) Entoloma-hochstetteri; (B) Cyptotrama asprata; (C) Rhodotus Palmatus.

(A) (B) (©)

Fontes:

A. https://i2.wp.com/www.wallpaperflare.com/static/832/458/368/entoloma-hochstetteri-blue-mushroom-tree-fungi-
wallpaper.jpg

B. http://vuing.com/wp-content/uploads/2014/05/wonderful-stunning-beautiful-mushroom-fungi-pictures-10.jpg

C. https://www.boredpanda.com/mushroom-

photography/?utm_source=google&utm_medium=organic&utm_campaign=organic

Diferentemente dos basidiomicetos, os ascomicetos (Figura 6) produzem seus
esporos (ascosporos) em ascos (estrutura de sacos pertencente ao corpo de frutificacdo).

Geralmente um asco produz oito esporos (ou multiplos de oito), porém a producéo de
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quatro esporos por asco seja caracteristica de algumas espécies verdadeiras (KIRK et al.,
2008).

Figura 6 - Ascomicetos: (A) Morchella esculenta; (B) Cookeina tricholoma; (C) Gyromitra esculenta.

(A) (B) ©
Fontes:
A. https://allthatsinteresting.com/bizarre-mushrooms-species/2#CAAxYUEzmJovPkCK.32
B. https://www.redbubble.com/people/steveaxford/works/24109657-cookeina-tricholoma
C. https://www.flickr.com/photos/132086788@N08/32836267714

Os esporos dos ascomicetos e dos basidiomicetos sdo representados na Figura 7.

Figura 7 - (A) Representacdo de um asco com 0s ascOsporos, caracteristico de um ascomiceto. (B)
Representacdo de um basidio com os basidiosporos, caracteristico de um basidiomiceto.

Fonte: CCTA, Fungos Fitopatogénicos, 2013
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2.3.2. CRESCIMENTO

Os fungos se reproduzem sexuadamente por formagdo de esporos e/ou
assexuadamente por gemulacdo (BONONI et al., 1999), podendo resumir seu ciclo de
vida em dois estagios: crescimento vegetativo (reproducdo assexuada) e reprodutivo
(reproducdo sexuada). No crescimento vegetativo ocorre um crescimento linear do
micélio no substrato, transformando o substrato em moléculas mais simples e as
absorvendo como nutrientes. Quando é obtida a condicdo de temperatura baixa, alta
umidade, alto teor de oxigénio e em alguns casos iluminacéo, o crescimento vegetativo €
cessado e inicia-se a frutificagdo, que chamamos de “cogumelo”, caracterizando o
crescimento reprodutivo. O cultivo de cogumelos consiste em basicamente repetir estes
dois estagios (MUSHWORLD, 2004).

Embora o crescimento do micélio dure muitos dias, semanas ou meses, O
crescimento do corpo de frutificacdo tem um periodo reduzido. Ambos o0s crescimentos
vegetativo e reprodutivo, sofrem muita influéncia da condigdo fisioldgica e do estado
nutricional do micélio (WOOD & SMITH 1987).

Como as fontes de carbono utilizadas pelos basidiomicetos geralmente provém de
material lignoceluldsico, ha producdo de variadas enzimas durante o crescimento
vegetativo para a degradacdo lignoceluldsica. A quantidade enzimatica e os tipos de
enzimas produzidas pelos basidiomicetos no crescimento vegetativo dependem do tipo e
da composicdo do substrato (BALDRIAN 2005, BALDRIAN & VALASKOVA 2008,
ELISASHVILI et al. 2008). O indice lignoceluldsico de substratos de palha de trigo e
residuos de algoddo é associado positivamente a resultados de taxa de crescimento
micelial e rendimento para P. Ostreatus e P. Pulmonaris e de rendimento para V.
Volvacea (PHILIPPOUSSIS et al. 2001a).

2.3.3. CULTIVOS

Podem existir muitas formulagOes diferentes utilizando mais de um substrato em
um mesmo cultivo. Alguns exemplos de substratos utilizados em diversos cultivos no
mundo sdo: palhas de cereais, espigas de milho, talos de algodao, diversas gramineas e
juncos, restos de milho e sorgo, podas de videira, bagacos de cana-de-agUcar e de agave-
azul, residuos de coco e banana, cascas de milho, polpa de café e café, sementes de

algodao e de girassol, cascas de amendoim, casca de arroz, papel usado, serragem e lascas



CULTIVO DE PLEUROTUS OSTREATUS UTILIZANDO BAGACO DE MALTE, SERRAGEM E CASCA DE ARROZ 16

de madeira (WANG 1999, FAN et al. 2000a, PANDEY et al. 2000b, ¢, WEBB et al.
2004). A natureza e a composi¢do nutricional do substrato afetam o crescimento micelial,
qualidade do cogumelo e a produtividade do cultivo (KUES and LIU 2000).

N&o tem como dizer qual seria a formulacdo de substrato que deixaria todos os
cultivadores satisfeitos, diferentes materiais estdo disponiveis em diferentes locais a
diferentes precos. Uma mesma suplementacdo poderia aumentar o rendimento em uma
regido como poderia facilitar a contaminacdo em outra. Entdo é recomendado que cada
produtor descubra o que é mais interessante de se trabalhar na regido em que se localiza
e encontre a formulacgéo ideal de substrato por tentativa e erro de acordo com as condicdes
existentes (MUSHWORLD, 2004).

O cultivo de cogumelos é uma atividade complexa. Requer diversas operacdes
incluindo a selecdo de uma cultura aceitavel para a frutificacdo do cogumelo, preparacéo
da incubacao e do substrato, inoculagdo, crescimento e cuidados, colheita, preservacéo, e
comercializacdo dos cogumelos. Cada uma dessas operacGes consiste em passos
sequenciais, cruciais para 0 sucesso da industrializacdo do cogumelo (MILES &
CHANG, 1986).

Uma classificacdo utilizada entre os cogumelos para o cultivo é de acordo com a
sua capacidade degradativa devido a sua producdo enzimatica, se tratando de WDF
(“wood-decomposing fungi”), que possuem alta capacidade de degradagdo do substrato,
e de LDF (“litter-decomposing fungi” ), que possuem uma capacidade degradativa menor
(TENGERDY & SZAKACS, 2003). Entre os WDF mais conhecidos estdo inclusos os
Pleurotus spp., L. Edodes e Ganoderma spp., j& nos LDF os Agaricus spp., Agrocybe
spp., Coprinus spp., Stropharia spp. e V. volvacea.

Até meados de 1980, o Japdo era 0 maior produtor de L. edodes (shiitake), que era
cultivado em toras de madeira de Castanopsis cuspidata, entretanto, o desenvolvimento
do cultivo com serragem reduziu o tempo de colheita e aumentou a eficiéncia, tornando
a China lider na producdo de Shiitake nos anos 90 (CHANG 1999, 2005). Nos Estados
Unidos, a maioria dos cultivos de Shiitake é feita com substratos baseados em serragem
(ROYSE 1997, 2009, 2013, 2014).

Os fungos da espécie Pleurotus podem ser cultivados em toras de algumas espécies
de madeiras (MOLENA, 1986; CHANG & MILES, 2004). Entretanto o processo
tradicional para o cultivo destes cogumelos é a compostagem curta seguida de
pasteurizacdo (MOLENA, 1986; OBODAI et al., 2003). Os Pleurotus sdo cogumelos de
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alta versatilidade e com rapido crescimento, podendo-se utilizar diversas técnicas e
substratos. Técnicas de cultivo como em sacos, estantes, toras e garrafas sdo bem
abordadas no livro “Oyster Mushroom Cultivation — Mushroom Grower’s Handbook 1”.
Existem também cultivos de Pleurotus com uso de quimicos para a esterilizacéo, porém
com a efetividade reduzida, mas ainda assim, se a colonia tomar o substrato de forma
répida o cultivo é bem sucedido, ndo precisando do gasto energético de pasteurizagéo.
(HERNANDEZ et al., 2003; CONTRERAS et al., 2004; MANDEEL et al., 2005). A
maioria dos cultivos de P. Eryngii no Japdo é feito em cedro ou em espigas de milho,
suplementados com farelos e contidos em garrafas de polipropileno (YAMANAKA
2011).

Se tratando dos LDF, entre os mais cultivados encontram-se A. bisporus and V.
volvacea, ambos produzidos comercialmente através de lignocelulose compostada,
precedendo a etapa de incubacdo. Uma das compostagens comerciais mais baratas é um
meio com palha, esterco de cavalo ou galinha, sulfato de célcio, agua, e alguns outros
suplementos (Wood and Smith 1987). A técnica de cultivo Jun-Cao é a mais viavel
economicamente (DIAS; GONTIJO, 2000). Do chinés, o termo “Jun” significa fungo e
“Cao” grama, ¢ um processo no qual se utiliza gramineas e outros residuos
agroindustriais, muito utilizada para o cultivo de Agaricus bisporus (Zhanxi & Zhanhua,
1997).

2.3.4. ALGUMAS TENDENCIAS TECNOLOGICAS

A érea da genética compreende um espectro que vai desde sistemas de reproducao,
recombinacdo de DNA, expressdo génica, mitocondria, plasmideos e engenharia
genética. E um ramo de desenvolvimento dindmico e rapido na biologia dos cogumelos,
sendo uma &rea extremamente importante para a melhora do desenvolvimento da
industria. Entre as técnicas mais prospectivas para a busca de melhores cepas estdo a
estrutura genética (De Giola et al., 2005), fusdo do protoplasto (Zhao e Chang, 1997; Chiu
et al., 2005) e tecnologia de transferéncia génica (Romaine, 2004, 2005).

Uma série de cogumelos especiais foi introduzida nos ultimos anos, provavelmente
estimulada pelo advento de toras sintéticas, que foi uma modificacao da técnica de cultivo
em sacolas plasticas. Muitos cogumelos podem ser cultivados nas toras sintéticas, que
sdo compostas de serragem, sabugo de milho e outros materiais lignocelulésicos

finamente moidos, incluindo residuos de café e até gramineas comuns (CHANG, 2006).
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O uso de micélio de cogumelo como ferramenta para curar o solo — o que
STAMETS (2005) chamou de “micorrestoragdao” — vem do fato de os micélios fungicos
serem recursos bioldgicos muito promissores que podem ser desenvolvidos e cultivados
tanto para beneficios de curto como de longo prazo. Os processos de micorrestoragao
incluem o uso seletivo de fungos para a micofiltracdo (uso do micélio como membrana
para filtracdo de microrganismos, poluentes e lodo), micoforestamento (uso de fungo para
0 sustento de uma comunidade florestal através de sua capacidade de preservacdo e
reciclo ambiental, sustentacdo de solo, aprimoramento de arvores replantadas e
diversidade econdmica), micorremediacdo (utilizacdo de fungo para degradar ou remover
toxinas do ambiente) e micopesticidas (utilizacdo de fungos para combater insetos).

Uma tendéncia para a descoberta de como tratar os cogumelos tem sido explorada,
de maneira a valoriza-los mais. Um exemplo é de Wermer e Beelman (2002), que
relataram o crescimento de cogumelos enriquecidos em selénio (Beelman e Royse, 2006).
Adicionando selénito de sodio a uma ordem de 30 a 300 ppm, descobriram que 0S
cogumelos absorvem selénio de acordo a quantidade no composto, podendo cultivar
cogumelos com uma concentracdo desejada. O selénio é um micronutriente que possui
inimeras funces fisioldgicas, mas é mais conhecido por ser um cofator necessario para
o0 sistema enzimatico da glutationa peroxidase. Este sistema € responsavel pela remocéo

de radicais livres do corpo, reduzindo desta forma o dano oxidativo.

2.3.5. PLEUROTUS OSTREATUS

Foi nos anos 70 que comecou a producédo do Pleurotus no Brasil, conhecido como
“hiratake”, de forma artesanal. Apesar do sabor do Pleurotus se adequar ao paladar
brasileiro, ele possui um tempo de prateleira muito curto, e é pouco conhecido pela
populacdo. O primeiro Pleurotus a ser isolado foi o Pleurotus ostreatoroseus por Capelari
(1986), de coloracdo salméo, e com este isolado Bononi et al. (1991) cultivaram de
maneira pioneira no Brasil.

O crescimento do consumo de cogumelos no Brasil é significativo devido ao
reconhecimento de seu alto valor nutricional, com pouco teor de gorduras e propriedades
preventivas ou curativas (PELCZER, CHAN, KRIEG, 1997). Alguns destes compostos
associados a saude com efeito antioxidante s&o: fenolicos, tocoferdis, acido ascorbico e

carotenoides (RICARDO, 2013). Entre os cogumelos mais comuns comercializados no
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Brasil estdo o Agaricus bisporus (champignon), Lentinula edodes (shiitake) e cogumelos
do género Pleurotus (PELCZER, CHAN, KRIEG, 1997).

O cogumelo Pleurotus consegue se adaptar a uma grande diversidade de substratos
sem haver a necessidade de um processo prévio de compostagem, além de ter um
potencial de crescimento muito rapido, visto que se desenvolvem em ambientes com vasta
amplitude térmica (ZADRAZIL, 1984; APATI, 2004). Na Figura 8 € mostrado o
Pleurotus ostreatus.

Figura 8 - Corpo de frutificacdo do Pleurotus ostreatus crescido em arvore.

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:2010-10-28_Pleurotus_ostreatus_(Jacq.)_P._Kumm_116409_cropped.jpg

Na sua grande maioria, os fungos sédo saprofitos, utilizam de enzimas para hidrolisar
a matéria organica morta, inseridos neste grupo os cogumelos do género Pleurotus.
Também podem ser denominados parasitas, pois o alimento provém de um corpo
hospedeiro, prejudicando-o ou ambos se beneficiando (ALEXOPOULOS et al.,1996;
BONONI et al.,1999).
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Segundo Alexopoulos et al. (1996), a classificacdo taxondmica do Pleurotus

ostreatus segue a seguinte definicéo:

eReino Fungi

eSubreino Fungi Superior
eDivisdo Basidiomycota

e Subdivisdo Basidiomycotina
¢ Classe Himenomycetes
e¢Ordem Agaricales

eFamilia Tricholomataceae

e Género Pleurotus

eEspécie ostreatus

2.35.1. CICLO DE VIDA DO PLEUROTUS OSTREATUS

Como mostrado na Figura 9, quatro basidiosporos se formam na ponta de um
basidio presentes no himénio; cada esporo possui um nucleo. Os esporos germinam
formando o micélio priméario (composto por células monocarioticas), que por
plasmogamia (fusdo das hifas) formam o micélio secundério (composto por células
dicaridticas). Apenas o micélio secundario é capaz de produzir corpos de frutificacdo, nas
condi¢des adequadas. Em um basidio de um corpo de frutificacdo maduro ocorre a
cariogamia (fusdo dos nucleos), passando em seguida pela meiose e gerando quatro
nacleos haploides. Estes quatro ndcleos viram novos quatro basidiosporos
(MUSHWORLD, 2004).
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Figura 9 - Ciclo de vida do Pleurotus ostreatus.
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FONTE:http://biosonialopes.editorasaraiva.com.br/navitacontent_/userFiles/File/SonialLopes_ Powerpoints/Fungos.pps#261,6,Slide
6, acessado em: 12/12/2007.

2.3.5.2. CULTIVO DO PLEUROTUS OSTREATUS

Basicamente sdo trés etapas principais do cultivo: (1) preparacdo do indculo, (2)
preparo do substrato e (3) crescimento do cogumelo (que inclui inoculagdo, incubacao,
frutificacdo e colheita) (WANG 1999, MARTINEZ-CARRERA et al. 2000).

O crescimento do fungo, se inicia com a inoculagdo, e com a expansdo do micélio
no substrato utilizado em condicdo de alta umidade (cerca de 65%), com a temperatura
de 25°C e com o pH adequado. Depois de completa a colonizacdo, em torno de 2-3
semanas, a frutificacdo é induzida pela mudanca das condi¢cBes ambientais, reduzindo a
temperatura da ordem de 5-10 °C, fornecendo iluminacédo alternada escuro/claro de 12
em 12 horas, fazendo o fungo entrar em contato com oxigénio e aumentando a umidade
ambiente para cerca de 90%. O controle de CO2 também é importante, concentracdes
altas de CO2 (1% v/v no ar) podem estimular o crescimento micelial e inibir a frutificagéo,
entdo faz-se necessario uma ventilagdo adequada no ambiente principalmente na etapa de

frutificagéo.
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2.3.5.3. FATORES QUE INFLUENCIAM O CULTIVO

2.3.5.3.1. RAZAO CARBONO NITROGENIO (C/N)

Uma das influéncias diretas no cultivo de cogumelos é a fonte de carbono
(carboidratos, lignina, celulose, compostos policiclicos e aminoacidos), que servem para
a obtencdo de energia das células fungicas (CHANG & MILES, 2004), estando
disponiveis em diversos tipos de substratos lignocelulésicos como bagagos, palhas e
serragens, em quantidades especificas para cada tipo. Os cogumelos dispdem da liberagédo
enzimas capazes de hidrolisar esses materiais como forma de facilitar sua utilizacao para
obtencéo de energia (CHANG & MILES, 2004).

O nitrogénio € um componente essencial para a sintese proteica e de outros
compostos nitrogenados. Quando dosado corretamente favorece o rendimento da
producdo de cogumelos, e quando dosado excessivamente pode inibir o crescimento
(KAMRA & ZADRAZIL,; 1988; CHANG & MILES, 2004).

Espécies como o champignon (Agaricus bisporus) necessitam quantidades elevadas
de nitrogénio para o seu cultivo, com uma relagdo C/N com cerca de 17. Ao contrario do
champignon, os cogumelos do género Pleurotus requerem uma quantidade menor em
relagdo ao nitrogénio, demandando mais fonte de carbono (CHANG & MILES, 2004).

O crescimento de Pleurotus e Lentinula edodes é possivel em madeiras em
ambientes naturais, com a relacdo C/N variando de 300 a 500 (CHANG & MILES, 2004),
entretanto a adicdo de nitrogénio € necessaria para haver um incremento na producéo.

Segundo Eira (2010, apud DE AGUIAR, 2016) um cultivo produtivo de Pleurotus
ostreatus teria substratos com relagdo C/N inicial com cerca de 70-80:1. Essa relagéo
pode diminuir para cerca de 40:1 se o substrato passar por compostagem e pasteurizacéo,

se for autoclavado a relacdo C/N pode ficar entre 15 e 25.

2.3.5.3.2. TEMPERATURA
Apesar de haver diferencas entre o crescimento do micélio nas cepas de uma
especie, Pleurotus ostreatus, Pleurotus florida, P. Sajor-caju e P.eryngii atingem o seu
méaximo crescimento micelial na temperatura de 25 °C, enquanto P. cornucopiae e P.
cystidiosus atingem o maximo crescimento entre 25 e 35 °C (MUSHWORLD, 2004).
A temperatura na frutificacdo é induzida com o abaixamento da temperatura de 5 a

10 °C a menos que na incubacdo (OEI, 2006). Na etapa de frutificacdo, a temperatura



DEQUI / UFRGS — JULIANO SEVERO LUNARDI 23

influencia na coloracdo do chapéu do cogumelo, quanto mais baixa a temperatura mais
escuro ficard o chapéu dentro da faixa de temperatura recomendada (MUSHWORLD,
2004), que no caso do Pleurotus ostreatus é em torno de 15 °C.

2.3.5.3.3. UMIDADE
Cerca de 80% do cogumelo é composto por agua. O teor de umidade do substrato
deve estar entre 60-75%. Durante a frutificacdo, o teor de umidade deve estar entre 80-
95%, do comeco ao fim (MUSHWORLD, 2004). Valores menores que o recomendado
podem dificultar o crescimento do fungo e valores mais elevados prejudicam na
disponibilidade do oxigénio, além de possibilitar o0 surgimento de contaminantes.
(CHANG & MILES,2004).

2.3.5.3.4. pH
O crescimento micelial € menos afetado pela influéncia do pH do que a frutificacéo.
O crescimento do corpo de frutificacdo da maioria das espécies ocorre melhor em pH
neutro ou levemente cido, em torno de 6-7 (WOOD & SMITH 1987).
No geral, para o desenvolvimento fungico o pH varia entre 4 e 7. Porém, valores
baixos de pH podem favorecer o crescimento de alguns contaminantes como 0

Trichoderma sp.. Por isso ndo é sugerido um pH levemente acido (LIN, 2004).

2.3.5.3.5. ILUMINACAO
Ao contrario do micélio que pode crescer apropriadamente até mesmo no escuro
total, a formacdo do corpo de frutificacdo sé ocorre com um fornecimento de luz para o
fungo, no caso do Pleurotus ostreatus. S é possivel inducdo da frutificacdo depois de 12
horas de iluminacdo, sendo a intensidade luminosa adequada para o crescimento de 50-
500 lux. A cor do chapéu é relacionada com a intensidade luminosa, entdo quantidades
baixas de iluminacéo levardo a formacéo de chapéus palidos (MUSHWORLD, 2004).

2.3.5.35.1. CONCENTRACAO DE CO2
A concentracdo de CO2 € um fator a ser considerado durante a incubacéo e
frutificacdo. Durante o crescimento micelial, a concentracdo de CO2 pode aumentar até
40 %. O crescimento micelial é estimulado em altas concentra¢es de CO2, no caso do
Pleurotus ostreatus em torno de 28 %. A concentracdo de CO2 no ambiente deve ser
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controlada por ventilacdo, especialmente durante a etapa de frutificacdo, que sob altas
concentracdes de CO2 (>1000 ppm) produzirad cogumelos de baixa qualidade com estipes
alongadas e chapéus pequenos (MUSHWORLD, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado foi o Pleurotus ostreatus, cedido por Diego Melo
Pereira (coorientador do trabalho) e armazenado em placas contendo meio BDA (Batata-

Dextrose-Agar), sob refrigeracéo para posterior uso.

3.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

No trabalho realizado por Oliveira (2018), foi feito um estudo que visou avaliar a
influéncia do bagaco de malte (XBDM) em substratos com casca de arroz (CA) e outros
com serragem (SE), mantendo o percentual de CaCOs (XCaCOs) fixo a 1 %. Oliveira
(2018) conduziu os experimentos em sacos de polipropileno utilizando 180g de substrato
resultando em cinco ensaios para CA e cinco para SE com composi¢fes de BDM que
variavam de 10% a 70%. Em seu trabalho ndo foi avaliada a influéncia de CaCO3 para o
cultivo e pdde se observar que nos sacos com CA ocorreu exsudacdo de agua no fundo.
Entdo neste trabalho, com o intuito de observar a influéncia de CaCOs, optou-se por
avaliar a influéncia de BDM, junto com a de CaCO3 complementado os substratos com
uma mistura 50/50 de CA e SE, observando se haveria uma influéncia positiva na retencéo
de 4gua com esta mistura.

Os experimentos para a producdo de cogumelos pelo fungo Pleurotus ostreatus
foram realizados através de um planejamento central composto 22, com 5 pontos centrais,
resultando em 13 experimentos, onde a varidvel resposta foi a eficiéncia bioldgica (EB).
As variaveis independentes avaliadas foram o percentual bagaco de malte (XBDM) e o
percentual de carbonato de célcio (XCaCOs). A Tabela 1 apresenta as varidveis

codificadas e reais utilizadas no planejamento.
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Tabela 1 - Delineamento central composto 22. Com os valores codificados a esquerda e as variaveis
independentes a direita (XCaCO3 e XBDM).

Valores codificados

Valores reais (%)

Tratamento Xcaco3 | XBDM XcaCo3 | XBDM
1 -1,00 -1,00 1,60 18,70
2 1,00 -1,00 4,40 18,70
3 -1,00 1,00 1,60 61,30
4 1,00 1,00 4,40 61,30
5 -1,41 0,00 1,00 40,00
6 1,41 0,00 5,00 40,00
7 0,00 -1,41 3,00 10,00
8 0,00 1,41 3,00 70,00
9 0,00 0,00 3,00 40,00
10 0,00 0,00 3,00 40,00
11 0,00 0,00 3,00 40,00
12 0,00 0,00 3,00 40,00
13 0,00 0,00 3,00 40,00

A umidade das amostras foi determinada através do método descrito pelo Instituto
ADOLFO LUTZ (2008) - método 012/IV. Foram coletadas amostras em duplicata com

cerca de 5 g de cada substrato e deixadas durante o periodo de 24 horas em uma estufa a

105 °C, ap0s retiradas foram colocadas em um dessecador antes de serem pesadas. A

umidade corresponde a diferenca entra a massa pesada inicialmente e a final.

Os valores das varidveis independentes foram calculados em base seca. A cada

experimento houve a complementacdo de SE e CA ao BDM e CaCO3, mostrados de

forma mais completa na Tabela 3 do APENDICE | com uma estimativa da razio C/N em

cada caso. A razdo C/N que sera apresentada nas Tabela 2, foi calculada utilizando a

estimativa de Oliveira (2018) sobre a composicao dos substratos e o fator de conversédo

para nitrogénio (proveniente das proteinas) e carbono (proveniente de celulose,

hemicelulose e lignina) mostrados na Tabela 4 do APENCIDE |.

3.3. RESIDUOS UTILIZADOS

O bagaco de malte utilizado para este trabalho foi 100% de cevada sem a utilizacéo

de grdos torrados ou tostados. Este residuo foi coletado apds uma brassagem feita no sitio

aonde o autor produz cerveja. Foi coletado de uma leva que originou uma cerveja Pilsen.

O bagaco foi armazenado algumas horas depois em um freezer a -6 °C, sendo utilizado
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na semana seguinte para a preparacdo dos substratos, chegando descongelado no
laboratdrio para a manipulagao.

A casca de arroz utilizada foi cedida pelo laboratorio BiotecLab, do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia do Alimento (UFRGS), sempre mantida refrigerada.

A serragem utilizada foi a obtida no trabalho de Oliveira (2018) proveniente de
toras da madeira de Angelim, sempre mantida refrigerada, cuja doacao foi da Marcenaria

Siqueira.

3.4. PREPARO DO SUBSTRATO

Preparados em laboratorio da UFRGS, foram utilizados sacos de poplipropileno
com 400 g em cada formulacdo. A umidade relativa do substrato foi de 67 %, com o
intuito de ndo haver agua em excesso nos cultivos, principalmente 0os que possuem
bastante arroz, cuja absorcdo de &gua é consideravelmente menor que a dos outros
componentes.

Apbs as quantidades definidas estarem dentro dos sacos, foi utilizado cano PVC
para envolver a ponta dos sacos e criar uma passagem, possibilitando a troca de ar com o
meio externo. Uma bucha de algoddo foi colocada nos canos PVC para evitar a

contaminacéo e permitir a troca gasosa, como mostra a Figura 10.

Figura 10 —Saco de polipropileno contendo 400g de substrato, com cano de PVC e bucha de algoddo no
topo.

Fonte: Autor

Os sacos foram autoclavados em duas bateladas em um periodo de 15 minutos cada

a 121 °C como mostrados na Figura 11. Apds a esterilizacdo foram levados para o
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laboratdrio e deixados por 5 horas para resfriar, antes de proceder a inoculagdo com o

fungo.

Figure 11 — Batelada de sacos sendo autoclavada.

Fonte: Autor

3.5. INOCULACAO
O fungo Pleurotus ostreatus utilizado foi de placas j& colonizadas ha 6 meses.
Tentou-se fazer a repicagem para a utilizacdo do fungo em novas placas, porém a
colonizagdo néo foi tdo répida e se optou por utilizar as placas ja colonizadas devido ao
cronograma imposto ao trabalho. As placas utilizadas para a colonizagdo foram cultivadas
em meio BDA e mantiveram-se sob refrigeracdo durante esse periodo. A Figura 12

mostra uma das placas utilizadas no experimento para inoculacéo do fungo.

Figura 12 - Placa colonizada de Pleurotus ostreatus.

Fonte: Autor
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Foi utilizada uma capela de fluxo laminar, higienizada com alcool 70 % (v/v) e
posteriormente esterilizada com ldampada UV por 15 minutos antes da inoculagdo nos
substratos. Apds o ambiente estar estéril, os substratos foram inseridos na capela para a
inoculacdo. Utilizou-se tubos Falcon para coletar amostras circulares, , do fungo cultivado
nas placas petri (Figura 12) e trés discos foram inseridos nos sacos de polipropileno para
cada experimento realizado (Figura 13). Apo6s a inoculacgdo, a bucha foi recolocada na
entrada dos sacos, mantendo-se 0 meio em contato com o ar e com protecdo para

contaminantes.

Figura 13 - Um dos trés discos de fungo inoculados no substrato através do cano de PVC.

Fonte: Autor

3.6. PROPAGACAO DO MICELIO

Os sacos foram colocados em uma geladeira sobre duas prateleiras. A temperatura
foi, mantida entre 25 e 26,5 °C, utilizando um controlador de aquecimento com uma
estufa e um controlador de resfriamento com a geladeira, ambos do modelo Stc-1000.
Como a temperatura esta abaixo de 25 °C nesta época, entre Abril e Junho, praticamente
a estufa que agiu e manteve a temperatura quase sempre na temperatura minima do
setpoint 25 °C.
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Foi utilizado um termohigrométro simples com sensor externo para a aferi¢do da
umidade e um umidificador de ambiente. Geralmente o valor foi mantido acima de 65 %
apenas com a utilizagdo deste recurso, podendo chegar até 80 %.

Foi mantida uma fresta na geladeira para a troca gasosa. Um cooler de computador
e uma bateria foram colocados na parte de cima da geladeira apontando para dentro,
aumentando a troca gasosa. A Figura 14 apresenta o arranjo dentro da geladeira feito para

a incubacao.

Figure 14 - Arranjo do ambiente na etapa de incubag8o dentro da geladeira.

Sensor de

umidade

Sensores de

Temperatura

Estufa

Fonte: Autor

3.7. FRUTIFICACAO

Apos a total colonizacdo dos tratamentos que foram bem sucedidos, iniciou-se a
frutificagéo.

No mesmo ambiente, a temperatura foi ajustada para 17,5 °C na estufa e 18 °C na
geladeira, como a temperatura ambiente geralmente esteve acima de 18 °C, quem atuou
na maior parte do tempo foi a geladeira, mantendo majoritariamente a temperatura em 18
°C.

Nesta nova conformacdo (Figura 15(A)) dos equipamentos foi inserida uma
lampada de LED de 2W e 200 lIimens. Como a dimensdo do espaco interno da geladeira
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é de 0,8 m?, o lux calculado foi de 250, que ficou dentro da faixa 6tima entre 50-500 lux
(MUSHWORLD, 2004). Um temporizador foi conectado a lampada, ligando e
desligando em um periodo de 12 horas. Do lado de fora da geladeira, utilizou-se um
umidificador de ambiente para aumentar a umidade e manter maior do que 80 %.

Finalmente para o fungo entrar em contato com oxigénio, cortes em formatos de
cruz foram feitos em uma das laterais dos sacos utilizando um estilete como mostra na
Figura 15(B).

Figura 15 - (A) Arranjo do ambiente na etapa de frutificacdo, com lampada; (B) Corte em formato de cruz
realizado nos sacos

(A) (B)

Fonte: Autor
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante a incubacdo os controles de temperatura e umidade se mostraram
satisfatorios. Apds o inicio da etapa de frutificacdo houve falha no sensor de umidade e
falha na iluminacdo. Devido a essas condic¢des, apenas dois sacos geraram cogumelos e
apenas um anico flush em cada. O delineamento experimental, o qual a variavel resposta
seria a eficiéncia bioldgica dos tratamentos ndo pbde ser executada por falta de dados. A
eficiéncia bioldgica seria calculada atraves da massa pesada dos cogumelos nas colheitas.
Desta forma, as conclusdes foram feitas observando o desenvolvimento de cada etapa

(Incubacao/Frutificacdo) separadamente.

4.1. INCUBACAO

Os tratamentos ficaram na etapa de incubacdo por 35 dias, 10 dias a mais do
esperado para 0 experimento, e ainda assim, apenas o tratamento 2 se mostrou
visualmente bem colonizado. De acordo com Tsegaye (2017), em seu estudo com
substratos de bagaco-de-cana, trigo, sorgo e milho moido o tempo de incubacgéo foi de no
maximo 20 dias em substratos com mais de 1000 gramas em cultivo em garrafa.

Na Tabela 2 sdo representados os sacos de acordo com o desempenho na incubacéo.
Em verde: houve uma boa colonizacdo visual; em azul: intermediaria; em amarelo: baixa

colonizacdo; em vermelho: nenhuma colonizacéo.

Tabela 2 - Tabela demonstrativa dos tratamentos do experimento, representando através de cores o
desenvolvimento na incubacdo em fungdo das composi¢fes. Em vermelho, os ensaios que ndo cresceram.
Em amarelo, 0s ensaios que cresceram de maneira pouco densa no substrato. Em azul, ensaios que
cresceram de maneira visualmente densa porém ainda deixaram substrato intacto nos sacos. Em verde, o
ensaio que colonizou de maneira satisfatoria, mostrando uma densidade de fungo maior que dos outros.

Valores codificados

Valores reais (%)

Tratamento Xcaco3 | XBDM

Xcaco3

XBDM | Xca

XSE

C/N

1 -1,00 -1,00
2 1,00 -1,00

1,60
4,40

18,70 39,85
18,70 38,45

39,85
38,45

76,00

74,00

43,50 43,50
9 0,00 0,00 3,00 40,00 28,50 2850 | 41,00
10 0,00 0,00 3,00 40,00 28,50 2850 | 41,00
1 0,00 0,00 3,00 40,00 28,50 2850 | 41,00
12 0,00 0,00 3,00 40,00 28,50 2850 | 41,00
13 0,00 0,00 3,00 40,00 28,50 2850 | 41,00
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Verificou-se que os sacos 3, 4, 5, 6 e 8, mostrados em vermelho na Tabela 2, ndo
colonizaram, nem sequer houve uma expansdo do micélio no substrato (Figura 16).
Composicdes elevadas de XBDM de 61,30 % (sacos 3 e 4) e 70,00 % (saco 8), pareceram
ser o fator determinante para o ndo desenvolvimento dos sacos 3,4 e 8. As composic¢des
com 0s extremos minimo e maximo de XCaCO3 com 1,00 % (saco 5) e 5,00 % (saco 6),
pareceu ser um fator determinante para o ndo crescimento dos ensaios 5 e 6, chamando a
atencdo, pois no trabalho de Oliveira (2018) os cultivos tiveram sucesso com 1 % de

XCaCOg, porém em valores de substratos diferentes.

Figura 16 - Tratamentos que ndo colonizaram na etapa de incubagdo (sacos 3, 4, 5, 6 € 8)

Fonte: Autor

Os sacos 1 e 7, mostrados em amarelo na Tabela 2, apresentaram uma colonizagéo
pouco densa em comparacdo aos demais que colonizaram, deixando o substrato
aparentemente intacto, porém com presenca de hifas. Também se observa agua livre no
fundo de ambos os sacos, que poderia explicar a falta de sucesso com estes ensaios, pois
a dgua nao esta distribuida ao longo de todo o saco, ndo sendo um meio atrativo para o
fungo (Figura 17). A baixa retencéo de agua pode ser explicada por uma alta XCA (39,85
% no saco 1 e 43,5 % no saco 7) e XSE (39,85 % no saco 1 e 43,5 % no saco 7) no
substrato, visto que a retencdo de dgua na casca de arroz é relativamente baixa frente ao
bagaco ao malte e a serragem, devido quantidade de silica presente na casca de arroz,
fator que para essas quantidades de CA ndo conseguiu ser compensado pela retencéo de
agua do BDM e da SE (maiores que a CA).
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Figura 17 - Tratamentos que houve colonizagdo, porém com uma densidade flngica menor que os demais.

Fonte: Autor

Visualmente os sacos 9, 10,11, 12 e 13, mostrados em azul na Tabela 2, tiveram
um crescimento micelial parecido, colonizando de forma mais vigorosa que 0S sacos
mostrados anteriormente, porém apresentando ainda muito substrato ndo colonizado ao

longo do saco (Figura 18).

Figura 18 - Tratamentos que colonizaram, porém que ainda remanesceu substrato intacto dentro dos sacos
(sacos 9, 10, 11, 12 e 13).

Fonte: Autor

O saco 2, mostrado em verde na Tabela 2, diferentemente dos demais, colonizou o
substrato de forma densa dentro do periodo imposto de 35 dias, apresentando um aspecto
esbranquicado bem nitido em relacdo aos demais (Figura 19). As quantidades de XCA
(38,45 %) e XSE (38,45 %) neste ensaio sdo muito proximas das dos sacos 1 e 7
mencionadas anteriormente, o que impossibilitaria 0 saco 2 de ter sucesso. Porém, a
guantidade elevada de XCaCO3 (4,40 %) além de poder fornecer o pH adequado ao meio,
pode também ter influenciado na retencéo de agua ao longo do saco, mantendo o substrato
com a umidade mais distribuida do que os sacos 1 e 7 e sendo satisfatorio para o cultivo.
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Figura 19 - Unico tratamento (saco 2) com densidade de fungo elevada visualmente apds 30 dias.

Fonte: Autor

4.2. FRUTIFICACAO

Em um periodo de uma semana apareceram 0s primordios nos sacos 2 € 9 e
decorridos mais 7 dias de maturacdo se observou o crescimento maximo pronto para a
colheita. No estudo de Sultana et al. (2018) os primeiros primordios apareceram com
cerca de 2 a 4 dias ap06s a inducéo a frutificagdo e maturaram no méaximo em 4 dias até a
sua colheita, utilizando substratos de residuos de papel e sacos de polipropileno com 5009
de substrato, corroborando com Tsegaye (2017), citado anteriormente, que obteve
periodos de 3 a 4 dias para a formacao dos primeiros primordios e 3 dias para a maturacdo
do cogumelo.

Foi observado que os primérdios do saco 2 (Figura 20 A) apareceram com a
coloracdo escurecida e os primordios do saco 9 (Figura 20 B) vieram brancos, fato que
pode ser explicado pela posicdo dos sacos dentro da geladeira em relacdo a lampada, ja
gue no saco 2 o corte estava virado diretamente para a lampada e o saco 9 apenas recebia
iluminag&o refletida de dentro do ambiente, acarretando em menor intensidade luminosa
e gerando cogumelos palidos como mencionado anteriormente por Mushworld (2004).

As seguintes falhas ocorreram no inicio da segunda semana: falha no sensor de
umidade, indicando sempre 99 %; falha no temporizador da lampada, permanecendo

acesa integralmente na segunda semana, o que foi notado apenas no meio da semana.
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Perante essa situacdo, o controle de umidade ficou comprometido e a iluminacgéo ficou
sem alternar luz/escuro na segunda semana.

O saco 2 gerou cogumelos saudaveis (7,8 g no total) e aparentemente Umidos,
mostrado na Figura 20 (C ), enquanto o saco 9 gerou pequenos cogumelos (1 g no total)
e comecou a ficar com um aspecto seco na segunda semana, mostrado na Figura 20 (C).
Ainda na segunda semana, pode-se observar que os substratos ja& ndo estavam mais

Umidos como no inicio. Apenas vingou um unico flush de cogumelos.

Figura 20 — (A) Primdrdios do saco 2; (B) Primoérdios do saco 9; (C) Cogumelos do saco 2; (D) Cogumelos
do saco 9.

(A)

(©)
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Fonte: Autor

Ao final da etapa de frutificacdo, ap6és ndo vingarem mais cogumelos, pode-se
concluir que apenas o saco 2 estava maduro o suficiente para gerar cogumelos saudaveis.
A densidade fangica do saco 2 ao longo do substrato era mais intensa do que nos demais
tratamentos, que ao sofrerem o corte se mostraram ainda néo colonizados integralmente.
O fato de o sensor de umidade ter parado de funcionar ndo permitiu um bom
umedecimento do ambiente, e a agua dos substratos foi evaporando durante o periodo de
frutificacdo, até os sacos ficarem com uma condicao ndo favoravel para o crescimento do
cogumelo. Além disso, ndo alternar a luminosidade entre claro/escuro ndo promoveu
adequadamente a luz para o crescimento. Provavelmente por este fator ndo vingou mais

de um flush nos sacos 2 e 9.

4.3. DISCUSSAO FINAL DO CULTIVO

A utilizacdo direta do fungo armazenado do semestre anterior pode ter sido a causa
do atraso em todas as etapas. Desde as placas petri que ndo foram utilizadas até a etapa
de frutificacdo, o fungo se mostrou com uma velocidade de proliferacdo baixa e menor
que a da literatura na incubacédo e na frutificacdo.

Apesar de resultados ndo terem sido expressos na forma de EB por falha no
crescimento dos cogumelos na maioria dos sacos, foi possivel encontrar um substrato
melhor que os demais (saco 2) para o cultivo com os materiais utilizados. Durante todo o
cultivo, a resposta do fungo neste substrato se mostrou mais rapida e no fim gerou
cogumelos saudaveis, sendo a composicao de XCaCOz3 de 4,40 % e XBDM de 18,70 %,
representando em C/N o valor de 74, corroborando com a faixa ideal de razéo entre 70-
80 citada por Eira (2010, apud DE AGUIAR, 2016) anteriormente. Contudo, em fungéo
dos problemas relatados ndo foi possivel avaliar os experimentos realizados no
planejamento, uma vez que nao se pode atribuir a falta de crescimento adequado ao valor
das variaveis do planejamento ou ao mau funcionamento dos equipamentos ao longo da
execucdo do planejamento.

O esperado com relacdo a influéncia do aumento de XCaCOz3 era de que a EB
aumentasse em comparacao aos ensaios de Oliveira (2018), que foram realizados a 1 %.
Como a andlise estatistica ndo foi factivel, apenas foi possivel comparar a colonizacéo

dos sacos. Ao observar 0s sacos 5, 6 e 0s pontos centrais 9, 10, 11, 12 e 13, que possuem
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a mesma XBDM, mas com composi¢bes de CaCO3 diferentes, verificou-se que XCaCOs3
de 1 % e 5 % ndo tiveram sucesso, e que o valor intermediario de 3 % possibilitou a
colonizagdo. Como o saco 2 possui XBDM diferente dos sacos mencionados
anteriormente fica dificil de fazer uma comparacéo, porém entre os sacos 1 e 2 a XBDM
foi igual, e o saco 2 foi bem sucedido com XCaCO3 de 4,40 % frente a saco 1 com
XCaCOs3 de 1,60 %, mostrando outra evidéncia da melhora no cultivo com valores
maiores de XCaCOs.



DEQUI / UFRGS — JULIANO SEVERO LUNARDI 39

5. CONCLUSAO

Criar cogumelos é uma pratica rentavel e interessante, seja como negdcio principal
ou alternativo para o destino de residuos agroindustriais. Diversos materiais e técnicas
podem ser utilizados para a pratica, sendo necessario apenas descobrir o melhor método
para as condi¢cbes aonde se realizara o cultivo. O cultivo caseiro é possivel de ser
realizado, sendo necessario condi¢des seguras e equipamentos adequados para a prética.
Algumas dificuldades surgiram ao longo do experimento, principalmente com o
umedecimento do ambiente e iluminacdo na frutificacdo, mostrando serem fatores que
podem comprometer o cultivo se ndo forem bem controlados.

A vitalidade do fungo pode ser um fator crucial para um satisfatorio crescimento
do fungo em todas etapas que procedem o cultivo. Desde o repique que néo foi utilizado,
0 crescimento no substrato e a frutificacdo apresentaram periodos mais demorados do que
os encontrados na literatura. A utilizagéo direta do fungo armazenado do semestre anterior
pode ter sido uma das possiveis causas do atraso em todas as etapas.

Como o periodo do trabalho estava estipulado de aproximadamente 2 meses, e tinha
apenas um ambiente para todos 0s cogumelos, se optou por mudar a temperatura de todos
simultaneamente para atingir o prazo. Dentro desse periodo, diversos cogumelos ainda
ndo estavam prontos para ir para a etapa de frutificacdo. Entdo é recomendado utilizar 2
ambientes, ou esperar mais tempo em todos os cogumelos, independentemente de alguns
ja estarem completamente colonizados para poder iniciar a frutificacao.

A influéncia do CaCOs3 visualmente mostrou ser um fator importante no cultivo;
nos ensaios realizados com faixa de 1 a 5 %, valores intermediarios como 3 % em
substratos de XBDM de 40 % se mostraram mais eficazes. Ja nos substratos com XBDM
de 18,7 %, a XCaCO3 de 4,40 % teve um resultado melhor frente ao substrato com 1,6
%.

Para futuros trabalhos seria interessante reavaliar de forma estatistica a influéncia
do pH, ja que ndo foi possivel abordar desta maneira neste trabalho; fazer uma avaliacéo
da retencdo de agua promovida pelo CaCO3 nos substratos assim como buscar alternativas
complementares para aumentar a retencdo em substratos com casca de arroz; utilizar
locais maiores para o cultivo, ja que fica mais facil de proporcionar ao experimento uma

condicdo homogénea (temperatura, umidade e luminosidade) para 0s ensaios.
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APENDICE I

Nesta se¢do sdo apresentadas duas tabelas:

A Tabela 3 representa os ensaios feitos para o0 experimento com as porcentagens

complementares de CA e SE e razdo C/N indicada em cada tratamento.

A Tabela 4 apresenta a estimativa feita por Oliveira (2018) sobre as composi¢oes

de BDM, CA e SE com fatores de conversdo para as quantidades de N e C, sendo o N

proveniente das proteinas e o C proveniente da celulose, hemicelulose e lignina.

Tabela 3 — Representacdo dos ensaios com os valores codificados e valores reais das varidveis
independentes do experimento (XBDM e XCaCO3), assim como o complemento colocado em cada
ensaio de XCA e XSE. Ao lado direito a razdo C/N calculada de cada ensaio.

Valores codificados

Valores reais (%)

Tratamento Xcacos | XBDM Xcacos3 | XBDM Xca | XSE C/N
1 -1,00 1,00 | 160 [ l1s70 [ 3985 [ 3985 76,00
2 1,00 1,00 [ 440 [ lig70 | 3845 [ 3845 74,00
3 -1,00 1,00 | 160 | 1855 1855 27,00
4 1,00 1,00 I 440 6130 | ] 1715 17,15 26,00
5 -1,41 0,00 | 1,00 2000 |l 29,50 2550 42,00
6 1,41 0,00 [ 500 2000 [ 27,50 27,50 40,00
7 0,00 -1,41 [ 300 [l 1000 [ 4350 135 107,00
8 0,00 1,41 [ 300 7000 F] 1350 [ 13,50 23,00
9 0,00 0,00 [ 300 2000 [ 3850 2350 41,00
10 0,00 0,00 [ 300 000 |l 28,50 23850 41,00
11 0,00 0,00 [ 300 000 |l 28,50 23850 41,00
12 0,00 0,00 [ 300 000 |l 28,50 [ 23850 41,00
13 0,00 0,00 [ 300 000 |l 28,50 I 23850 41,00

Tabela 4 - Composicdo do bagaco de malte, casca de arroz e serragem, junto com fatores de conversdo
para N (no caso das proteinas) e C (no caso de celulose, hemicelulose e lignina) por Oliveira (2018).

Fonte Componente Proteinas Celulose Hemicelulose Lignina € N
(MENEZES,

2018) BDM 128% 17.9% 21.8 % 19.9 %
(MENEZES,

2018) CA 1.9 % 37.4 % 11.2 % 25.5%

(CHAE: 57% 0.18%

AHN. 2013) SE

Fator Fator 0.16 0,44 0.45 0,65

Fonte: OLIVEIRA (2018)




