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Resumo

Este trabalho surge em um contexto de preocupacdo quanto a sustentabilidade de
processos industriais. A busca por vias mais ecoldgicas e por mais integracao entre 0s
processos se mostra importante em um mundo alarmado com provaveis consequéncias
ambientais a industrializacdo desenfreada. Neste estudo, foi avaliada a viabilidade de se
produzir cogumelos comestiveis utilizando residuos agroindustriais como substrato em
cultivo em estado sélido. Cogumelos comestiveis sdo alimentos proteicos cuja producéo
apresenta eficiéncia energética superior a carne, principalmente por poder utilizar
residuos agroindustriais locais como matéria prima. A casca de arroz € um residuo
agroindustrial particularmente abundante no Rio Grande do Sul, enquanto o bagaco de
malte e a serragem sao gerados em muitas regides do Brasil e do mundo. Os trés residuos
sdo abundantes em fibras e possuem diferentes teores de proteinas. Estes residuos muitas
vezes sao dispensados de forma inadequada geralmente pelo baixo potencial econdmico
associado e pelos altos custos de transporte. Neste sentido, estudou-se o desenvolvimento
do fungo Pleurotus ostreatus (popularmente conhecido como Shimeji) em diferentes
formulacdes de substrato contendo casca de arroz e serragem (como base lignocelulésica)
e bagaco de malte (BDM, como suplementacdo proteica). No presente trabalho, foram
avaliados os parametros fisico-quimicos de umidade, pH e densidade aparente, além de
estimar a relacdo C/N das diferentes formulacGes de substrato testadas. A produtividade
do fungo foi analisada a partir da eficiéncia bioldgica. Foi verificado que a produtividade
é crescente para formulaces contendo 10, 25 e 40 % de BDM, mas quase nula para
formulagcGes com 55 % e zero para formulagdes contendo 70 % de BDM. Tal fendbmeno
pode ser explicado pelos baixos valores de pH e relacdo C/N e por problemas de aeracao
do substrato, ja que estas formulacfes apresentaram substratos mais compactos e Umidos.
As formulagdes contendo 25 e 40 % de BDM apresentaram eficiéncias proximas ao valor
entendido como minimo para a producdo comercial de Pleurotus ostreatus, apesar dos
parametros de umidade, pH e densidade aparente estarem fora da faixa ideal, de acordo
com a literatura. E razoavel supor, portanto, que, ao melhorar técnicas de ajuste de pH e
ao investigar o efeito da umidade e densidade aparente sobre a aeracdo do substrato, se
obtenham eficiéncias superiores, tornando a producao atrativa economicamente.
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1 Introducéo

1.1 Motivacéo

Atualmente, ha uma preocupacdo mundial com diversas questdes ambientais, e uma
grande parte delas esta ligada a atividade industrial. Em um mundo onde a populagéo néo
para de crescer (e com ela a demanda por alimentos e produtos em geral), se faz necessario
buscar rotas industriais mais ecoldgicas, a fim de se ter uma producdo que demande
menos do meio ambiente. Muitos paises estdo tentando se adaptar a essa realidade
modificando seus modos de producdo para que seus residuos possam ser reciclados.
Consequentemente, muitas industrias ndo consideram mais seus residuos como dejetos,
mas como matéria prima para outros processos.

Deste ponto de vista, a cadeia produtiva de cogumelos comestiveis pode ser
considerada uma forma ecoldgica de produzir alimentos proteicos. Desde a década de 80,
cogumelos sdo cultivados em substratos contendo residuos agroindustriais, como
serragem e palha de cereais, suplementados com alguma fonte de proteinas como farelos
de trigo, arroz ou milho. De fato, sdo diversas as formulacGes de substratos usadas ao
redor do mundo para os varios cogumelos cultivados. Para haver uma producdo eficiente,
0 substrato a ser utilizado deve ser barato, de fécil transporte e que seja bem aceito pelo
fungo em questdo. E interessante, portanto, o estudo da utilizacdo de residuos
agroindustriais locais na formulacéo destes.

Cogumelos em geral sdo alimentos proteicos de baixo teor calérico e em suas
composicdes contém aminodcidos essenciais a dieta humana, minerais, vitaminas, fibras
e acidos graxos insaturados (PEREIRA, 2015). Apesar de serem bastante consumidos ha
séculos no extremo oriente e na Europa, sua utilizacdo na dieta do brasileiro €
relativamente recente.

Segundo estimativas ndo oficiais, 0 consumo anual per capita no Brasil é em torno
de 160 g, enquanto na China é 10 kg, Franc¢a 2,1 kg e Italia 1,4 kg (OLIVEIRA, 2010;
PEREIRA, 2015). Embora haja um aumento no consumo de cogumelos no Brasil, a
producéo segue estagnada devido a concorréncia da China, a maior produtora mundial
(ANPC, 2013). Outro fator que limita o crescimento da fungicultura € o preco com o qual

0 cogumelo chega ao consumidor final. Ambos caracterizam uma necessidade de
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desenvolvimento de técnicas mais eficazes e competitivas de producdo (FERREIRA DA
EIRA, 1992).

O bagaco de malte (BDM) é o principal residuo solido da industria cervejeira,
representando cerca de 85 % do total de residuo gerado. O Brasil, por ser o quarto maior
produtor mundial de cerveja, gera grandes quantidades deste residuo. Cerca de 200 kg de
BDM s&o gerados a cada 1000 L de cerveja produzida (MUSSATTO, 2009). E composto
principalmente por cevada e/ou outros cereais como trigo, aveia e até mesmo arroz e
milho.

O BDM é um residuo agroindustrial rico em fibras e proteinas. Embora seja uma
matéria prima interessante, seu potencial € muitas vezes negligenciado. No Japdo, por
exemplo, 95 % do BDM gerado é destinado a alimentacdo animal, enquanto o restante
muitas vezes se torna um problema ambiental, principalmente para pequenas cervejarias
locais (WANG; SAKODA,; SUZUKI, 2001). Por estas razdes, 0 BDM se apresenta como
possivel componente de substrato para cultivo de cogumelos, possivelmente atuando
como suplemento proteico, ja que possui alto teor de proteinas.

A casca de arroz (CA) € um residuo agroindustrial de destaque na regido sul do
Brasil. Abundante no Rio Grande do Sul, este residuo é gerado no processo de
beneficiamento do arroz. Cerca de 220 kg sdo separados para cada tonelada do grao bruto.

O Rio Grande do Sul é maior produtor nacional de arroz e é estimado que use cerca
de 40 % do volume total de CA para geracdo de energia ou calor. Os 60 % excedentes se
tornam um problema para inddstria arrozeira e, se ndo queimado ou distribuido
gratuitamente, acaba tendo como destino final aterros sanitarios. Sua decomposicdo €
bastante lenta e libera uma grande quantidade de metano, causando sérios impactos
ambientais. Apesar de alta concentracdo de silica, a CA é um material rico em fibras,
indicando que pode ser usada em substratos de cogumelos, possivelmente como base
lignocelul6sica, ja que ndo possui grandes quantidades de proteinas.

A serragem (SE) é oriunda da industria madeireira e muitas vezes é tratada como
residuo. Presente em boa parte do mundo, este residuo € tradicionalmente usado em
substratos de cogumelos. Por ser um material fibroso, é misturado com alguma fonte
proteica, como farelos. Na regido sul do Brasil, é gerada tanto em grandes inddstrias
madeireiras como em pequenas marcenarias locais.

Neste trabalho, sera estudada a viabilidade de se produzir o cogumelo Pleurotus
ostreatus com substratos contendo BDM como suplemento proteico e casca de arroz e

serragem como base lignocelulésica, ja que o BDM apresenta razdo C/N igual a 15
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enquanto a casca de arroz 125 e a serragem 317. O Pleurotus ostreatus foi escolhido
principalmente por ter crescimento rapido e ser capaz de degradar substratos bastante
fibrosos, sem a necessidade de passar por um processo de compostagem. Além disso, é
um dos cogumelos mais utilizados na culinéria e possui boa aceitacdo no mercado

consumidor, por suas propriedades nutricionais e organolépticas.

1.2 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo principal a producdo de cogumelos
comestiveis por fermentacdo em estado solido, utilizando diferentes combinagbes de
substratos considerados residuos da agroindustria.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

e Auvaliar diferentes combinacdes de substrato, entre eles casca de arroz, serragem
e bagaco de malte, a fim de verificar a melhor producdo do cogumelo Pleurotus
ostreatus;

e Avaliar os parametros pH, umidade e densidade aparente das formulacbes
testadas;

e Estimar a relagdo C/N das formulagdes testadas;

e Auvaliar a eficiéncia do cultivo em termos de Eficiéncia Bioldgica (EB).
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2 Revisao Bibliografica
2.1 Pleurotus ostreatus
2.1.1 Caracteristicas Gerais

O cogumelo Pleurotus ostreatus (Jacg. Fr.) P. Kummer pertence ao Reino Fungi,
Divisdo Basidiomycota, Classe Homobasidiomycetes, Ordem Agaricales, Familia
Pleurotaceae e género Pleurotus (KUO, 2017). O nome Pleurotus vem do grego: pleure
significa lateral e otos, orelha, ou seja, orelha lateral, referindo-se a posicao lateral do
caule em relacéo ao chapéu. Ostreatus significa ostra em latim e é referéncia a forma dos
chapéus (VIEIRA, 2016). E conhecido, também, como cogumelo ostra.

Cogumelo é o nome popular dado aos corpos de frutificacdo de alguns fungos dos
filos Basidiomycota e Ascomycota. Enquanto determinados fungos tém apenas
reproducdo assexuada, outros se reproduzem também sexualmente por meio de esporos,
produzidos nos cogumelos. Os esporos germinam em ambiente adequado e desenvolvem
hifas hapldides (o conjunto de hifas é chamado de micélio) que posteriormente se fundem.
As hifas, enquanto crescem, se dividem, caracterizando a reproducgdo assexuada do
micélio. O micélio absorve nutrientes do substrato enquanto coloniza 0 mesmo. Quando
estimulado por condicbes de temperatura, umidade e/ou de pouca disponibilidade de
nutrientes, o micélio gera corpos de frutificacdo (cogumelos), onde ocorre a fusdo de dois
nacleos e a meiose desta célula, produzindo esporos para originar uma nova geracao -
reproducéo sexuada (STAMETS, 2005).

Cogumelos do género Pleurotus spp. estdo na terceira posicdo na producao de
cogumelos comestiveis, atrds apenas das espécies do género Agaricus e da espécie
Lentinula edodes (CARDOSO; DEMENJOUR; PAZ, 2013). No Brasil, sua producao
comecou por volta dos anos 2000, quando as exportacdes (principalmente para o Japao)
de Agaricus brasiliensis sofreram uma grande queda devido a sua baixa qualidade e
procedéncia duvidosa. Neste momento, a diminui¢do de vendas forgou os produtores a
focarem no mercado interno, diversificando os cogumelos cultivados. O Pleurotus
ostreatus obteve destaque, pois, além de ter um cultivo relativamente simples, teve uma
boa aceitacdo pelo mercado consumidor (VIEIRA, 2016). Outro ponto positivo é que seu
consumo ¢é preferencialmente na forma fresca e, por isso, ndo compete diretamente com

cogumelos secos e em conserva importados.
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O Pleurotus ostreatus, como todo fungo, é um organismo heterétrofo. Como os
animais e diferentemente das plantas, os fungos ndo produzem seu alimento e, portanto,
devem buscar seus nutrientes em matérias orgénicas. O Pleurotus ostreatus é saprofito,
ou seja, se alimenta de matérias organicas em decomposicao. Na natureza, é encontrado
sobre troncos, ramas ou arvores mortas e algumas vezes no solo sobre raizes podres
(STAMETS, 2005).

Entre todos os cogumelos cultivados, o Pleurotus ostreatus é o mais facil de se
produzir (STAMETS, 2005). Ele é considerado decompositor primario, por ser capaz de
degradar materiais mais “duros” (com alto teor de lignina e hemicelulose) sem a
necessidade de compostagem prévia (VIEIRA, 2016). Comparando com os fungos
Pleurotus eryngii e Pleurotus Pulmonarius, o Pleurotus ostreatus é o que melhor se
adapta em substratos com alta razdo lignina/celulose (PHILIPPOUSSIS, 2016). Também
apresenta um rapido crescimento micelial e frutificacdo, sendo menos suscetiveis a
contaminacgées ou pragas (ANA BELEM; DIEGO ALEJANDRO; FABIAN, 2016).
Além disso, o requerimento de controle do ambiente de cultivo é minimo, devido a facil
adaptacdo em uma ampla faixa de temperaturas (FERNANDES et al., 2015).

A adaptacdo das espécies de Pleurotus spp a novos residuos representa um dos
principais processos de bioconversdo de residuos agroindustriais em produtos
comestiveis, de alto valor agregado e alta qualidade (STURION; RANZANI, 2000).
Além de poderem ser produzidas o ano todo, as espécies Pleurotus spp ndo fazem
fotossintese e sua eficiéncia de conversdo de proteina por unidade de area e por unidade
de tempo é superior a fontes de proteina animal (VALENCIA; VASCO, 1994).

Outras vantagens, além do relativamente facil cultivo e alto rendimento de
producdo, sdo as qualidades nutricionais, com alto teor de proteinas de boa qualidade,
vitaminas, acidos graxos insaturados e elementos essenciais como célcio, ferro, magnésio,
fosforo, potéssio, sodio, zinco, cobre, manganés e selénio, com baixo conteudo cal6rico
e livre de colesterol (KUMARI; ACHAL, 2008). Por causa desta composi¢éo nutricional
e da presenca de outras substéncias ativas, os cogumelos Pleurotus spp tem sido
reconhecidos por suas propriedades medicinais, como antioxidante, hepatoprotetora,
anticancerigena, antialérgica, anti-obesidade, entre outras (KHAN; TANIA, 2012).

Originalmente cultivados em toras de madeira, muitos cogumelos (Pleurotus
ostreatus inclusive) tém sido produzidos por meio de uma técnica conhecida como Jun-

Cao. Nesta técnica, substratos sdo preparados com serragem e/ou palha de diversas



6 Producéo de cogumelos comestiveis utilizando residuos agroindustriais

gramineas normalmente suplementados com fontes de nitrogénio e acondicionados em
sacos plésticos usados como recipientes (CARDOSO; DEMENJOUR; PAZ, 2013).

Os cogumelos do género Pleurotus spp séo conhecidos por possuir um complexo
sistema enzimatico lignocelulésico. Ao contrario do cogumelo de Paris e do Shiitake,
estes cogumelos ndo precisam que seu substrato passe por um processo de compostagem
prévio (FERNANDES et al., 2015). Os principais nutrientes necessarios sdo carbono
(celulose, hemicelulose e lignina), nitrogénio (proteinas e aminas) e alguns ions
inorganicos como potassio, fosforo, silicio, ferro e magnésio (MUSHWORLD, 2004).

Gracgas a estas propriedades, podem também crescer de maneira controlada em
diversos materiais obtidos como subprodutos ou residuos agricolas ou agroindustriais, 0
que traz beneficios ambientais ao proporcionar um destino adequado a tais dejetos
organicos. Guzman et al. (2016) afirmam que os materiais a serem utilizados na
preparacdo de substrato para o cultivo de Pleurotus spp devem contar com 0 maior
namero de caracteristicas favoraveis, tais como: boa disponibilidade em quantidade e
continuidade, caracteristicas fisico-quimicas conhecidas e regularidade nesta
composicao, preco vantajoso, localizacdo de facil acesso e proxima ao local de cultivo e
facilidade de transporte e manejo.

Diversas formulaces de substrato sdo utilizadas ao redor do mundo, e estas
dependem muito da disponibilidade do residuo na regido (DA SILVA, 2016). Alguns
residuos utilizados na producdo comercial de Pleurotus spp sdo: palhas, farelos, capins,
bagacos, residuos da industria téxtil, madeireira e cafeeira. (G. ROLLAN, 2003; VIEIRA,
2016; WANG; SAKODA; SUZUKI, 2001; ZHANG; LI; FADEL, 2002)

A razdo C/N é um fator importante para determinar o sucesso do substrato.
Enquanto o cogumelo de Paris (decompositor secundario) cresce em substratos com razdo
C/N otima de 17, o Pleurotus spp (decompositor priméario) pode ser cultivado em
substratos com concentragdes relativas de carbono muito maiores (MUSHWORLD,
2004). Vieira (2016) indica como adequados valores de C/N entre 60/1 e 90/1. Muitos
residuos agroindustriais possuem relag@es dentro desta faixa e misturas podem ser feitas
para adequar o substrato ao Pleurotus spp. De acordo com Wang et al. (2001), serragem
(alto C/N) suplementada com farelo de trigo ou arroz (baixo C/N) era entdo usada como
substrato em cultivos comerciais no Japdo. Na China, o substrato é preparado
principalmente com serragem suplementada com casca de semente de algodao (YANG;
GUO; WAN, 2013).
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O Pleurotus ostreatus sobrevive em uma faixa de pH que vai de 4,2 a 7,5,
entretanto os valores 6timos para expansao do micélio variam de 5-6,5, conforme o guia
de cultivo de MushWorld (2004). Segundo Rollan (2003), os valores 6timos estdo entre
6-6,5. Para corrigir o pH, sulfato, carbonato e 6xido de calcio podem ser utilizados em
baixas quantidades (0,5-3 % base massica seca). Além de formarem tampdo, estes
minerais melhoram a textura do substrato e s&o fontes de célcio, nutriente importante para
o Pleurotus ostreatus (G. ROLLAN, 2003).

No estudo desenvolvido por Wang (2002), foram investigadas condicdes de
umidade e de densidade aparente de substratos contendo bagaco de malte e farelo de trigo
para o cultivo de Pleurotus ostreatus. Seus resultados indicaram valores 6timos de 70 %
e 60 g/ 100 ml para umidade e densidade aparente, respectivamente, o que esta de acordo
com valores encontrados na literatura para substratos mais usuais (60-75 %) (G.
ROLLAN, 2003; MUSHWORLD, 2004).

Estes parametros (densidade aparente e umidade relativa) estdo intimamente
ligados a aeracdo e porosidade do substrato. Certo grau de umidade é importante, visto
que os nutrientes sdo transportados do micélio aos corpos de frutificagdo por um constante
fluxo de umidade (OEI, 2005). Entretanto, valores de umidade ndo podem ser grandes a
ponto de diminuir a porosidade e inibir a respiracdo do fungo. Altas taxas de umidade
podem também favorecer o desenvolvimento de organismos competidores, como
bactérias, bolores e nematdides (BELLETTINI et al., 2016).

O substrato deve ser submetido a um tratamento térmico, com a finalidade de
eliminar sementes, fungos, insetos, parasitas, etc. O tratamento térmico mais frequente é
a pasteurizacdo, que consiste em deixar o substrato em camaras de vapor a uma
temperatura alta por um certo periodo de tempo. A temperatura e o tempo de
pasteurizacdo variam muito, mas a tendéncia é ndao usar temperatura superior a 60 °C e
0s tempos variam de 10-36h, dependendo da temperatura (50-70 °C). Raras vezes se usa
a esterilizacdo. Esta é feita a temperaturas por volta de 130 °C, sob pressao, e dura apenas
algumas horas (G. ROLLAN, 2003).

2.1.2 Cultivo

Podemos dividir o cultivo em trés partes: a inoculagdo, a incubacdo e a
frutificagéo.
Comercialmente, a inoculacéo do substrato geralmente ¢ feita a partir da semente,

gue nada mais é que o substrato totalmente colonizado pelo micélio - geralmente em
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gréos. A quantidade de semente misturada ao substrato varia de 2-8 % (massa/massa),
sendo 3 % considerado 6timo. Quanto mais micélio adicionado, mais rapida seré a
expansao deste e, portanto, mais curto serd o periodo de incubacdo. Entretanto, maiores
quantidades de semente representam maiores custos econdmicos, 0s quais nao devem ser
maiores que o beneficio econdémico de se ter uma fase de incubacdo mais curta (G.
ROLLAN, 2003).

Em escala laboratorial, por ser pequena a quantidade de substrato a ser colonizada,
a inoculacdo pode ser feita diretamente a partir do micélio cultivado em agar, como se
fosse produzir a semente. Neste método, adicionam-se discos da cultura cultivada em agar
sobre a superficie do substrato (GREGORI et al., 2008).

Durante a incubag&o, ocorre o crescimento vegetativo, isto €, expansao do micélio.
As condicBes 6timas para a incubacéo do Pleurotus ostreatus sdo: umidade 65-75 % (para
minimizar perdas de umidade do substrato por evaporacdo sem proporcionar um ambiente
favoravel a contaminantes) e temperatura 24-27 °C. Sob essas condi¢des e com
quantidades adequadas de micélio inoculado, a incubacdo deve durar de 12-25 dias,
terminando quando o substrato estiver completamente coberto pelo micélio (G.
ROLLAN, 2003).

Ao se expandir, 0 micélio produz gas carbonico e sua acumulacéo é benéfica ao
crescimento até uma concentragdo de 15-20 %. A partir de 30 %, 0 gas carbbnico inibe a
expansdo do micélio. Por isso, o recipiente de incubacdo deve ser fechado, mas nédo
hermético - deve haver uma pequena troca gasosa. Se o substrato estivesse diretamente
exposto ao ar, 0 excesso de oxigénio ativaria microrganismos cujos metabolismos fariam
a temperatura subir perigosamente, podendo matar o micélio (G. ROLLAN, 2003).

Além de ter temperatura e umidade relativamente controladas, 0 ambiente deve
ser escuro e ventilacdo ndo é necessaria (STAMETS, 1983).

Quando o substrato esta completamente colonizado pelo micélio se induz a
frutificacdo. Para isso, o0 substrato é submetido a condi¢des de estresse, além da escassez
de nutrientes. Nestes casos, 0 ambiente de frutificacdo deve ser mais imido, mais fresco,
mais ventilado e com mais iluminacéo que durante a incubacdo (MUSHWORLD, 2004).

A temperatura mais adequada para a frutificagdo estd na faixa de 11-15 °C e ela
influencia diretamente na forma dos cogumelos. Temperaturas mais baixas vao deixar o
Pleurotus ostreatus mais escuro, enquanto que temperaturas mais altas vdo produzir

cogumelos menores e menos carnosos (MUSHWORLD, 2004).
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A umidade do ambiente deve ser alta. Acima de 95 % quando 0s primeiros
cogumelos comegam a se formar e entre 80-90 % durante o desenvolvimento dos
mesmos. Quanto ao substrato, ele deve possuir uma umidade pouco acima da umidade
inicial (70-75 %).

A ventilagdo do local é fundamental, pois nessa fase o teor de gas carbdnico deve
ser minimo. Nesta etapa, furos sdo feitos nos sacos de cultivo para maximizar trocas
gasosas e evitar altas concentragdes de dioxido de carbono. Diversos furos podem ser
feitos, desde que com cuidado para ndo promover contaminacdes ou danos ao micélio
(OEI, 2005). Inclusive é possivel retirar todo o substrato do seu recipiente (G. ROLLAN,
2003). E esperado que quanto mais oxigenado seja o substrato, menores sejam 0s
cogumelos (OEI, 2005).

Na etapa de frutificacdo, a luz é necessaria durante 8-12 horas didrias, pois sem ela
os cogumelos saem deformados, com chapéus pequenos e pés largos. Se ndo ha luz
natural, lampadas fluorescentes podem ser utilizadas, bastando que a iluminacéo seja
suficiente para que se consiga ler (G. ROLLAN, 2003).

A formacéo dos primdrdios deve acontecer na primeira semana de frutificacdo. A
producdo dos cogumelos se da por flushes, e eles demoram aproximadamente 5 dias da
formagdo do primérdio até a maturacdo. Entre cada flush, um intervalo de
aproximadamente 10 dias é esperado (STAMETS, 1983). Comercialmente, sao
aproveitados dois ou trés flushes de cogumelos, pois a colheita é cada vez menor e, além

do tempo despendido, aumenta o risco de pragas e contaminagdes (G. ROLLAN, 2003)

2.2 Residuos Agroindustriais
2.2.1 Bagaco do malte

O malte é um ingrediente fundamental para a producéo de cerveja e seu bagaco é
o principal residuo solido de uma cervejaria. Atualmente, diversos cereais sao utilizados
como fonte de carboidratos, mas o malte de cevada (Hordeum vulgare) segue sendo
majoritario. Segundo a legislacdo brasileira vigente, para ser considerada cerveja, 55 %
do acucar encontrado no mosto deve ser proveniente de malte de cevada, sendo as outras
fontes de carboidratos classificadas como adjunto (Decreto n° 6.871, 2009).

Os gréos utilizados na fabricagdo da cerveja passam por algumas operacoes

unitarias até serem separados do processo. Primeiramente, no caso de maltes, passam por
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um processo de malteacdo, que geralmente ocorre em uma maltaria. Na cervejaria, 0s
maltes e adjuntos sdo moidos, passam por um processo chamado mostura e depois por
uma filtrag&o/extracéo.

Durante a malteacdo, a cevada (ou trigo, centeio, aveia...) € submetida a condigdes
de umidade e temperatura especificas para induzir a germinagéo, promovendo a sintese e
ativacdo de enzimas no endosperma, como amilases, proteases, beta-glucanases e outras.
Essas enzimas modificam a estrutura do endosperma (MUSSATTO; DRAGONE;
ROBERTO, 2006). Apos a completa modificacdo do endosperma, o cereal é entdo seco
para evitar contaminacdo. No caso de maltes especiais, 0 cereal pode passar por
especificos processos de caramelizacdo, tosta ou torra.

Na cervejaria, 0 malte € moido, idealmente de uma forma em que o amido do
endosperma esteja bem triturado e a casca se mantenha intacta. O malte moido passa
entdo pelo processo de mostura. Em solucdo aquosa e condices especificas de
temperatura e pH, o amido se solubiliza e enzimas o transformam em agUcares
fermentesciveis que se solubilizam ainda mais, diminuindo a viscosidade desse liquido,
chamado mosto. Proteinas do endosperma também sdo quebradas por enzimas e se
solubilizam (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006). Apds a producao do mosto,
ocorre a filtragdo, onde as cascas inteiras do malte servem como meio filtrante. Nesse
processo, 0 mosto é separado do bagago do malte e é usado como meio para fermentacéo.

O BDM é entdo recolhido da tina de filtracdo e segue para sua destinacao final.

2.2.1.1 Propriedades

O gréo de cevada pode ser dividido em trés partes fundamentais: embri&o,
endosperma e envoltorio. O embrido é a parte viva do gréo e é ele que germina durante a
malteacdo, dando origem a raizes principais e secundarias. O endosperma é a reserva de
nutrientes do grao e consiste basicamente em grandes quantidades de amido envoltas por
uma camada de células vivas chamada de aleurona. O envoltorio € composto por trés
camadas: testa (mais interna), pericarpo e casca (mais externa). O principal objetivo do
envoltorio é proteger o grdo, mantendo a umidade interna e barrando a entrada de insetos
e microrganismos (PORTO, 2011).

Durante a malteacdo, com condi¢des de umidade e temperatura definidas, o
aleurona excreta enzimas que hidrolisam as cadeias dos materiais contidos no

endosperma. Os nutrientes hidrolisados migram até o embrido, onde sdo metabolizados,
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promovendo o crescimento deste. Quando o endosperma atinge o nivel de modificacao
desejado, o0 processo € interrompido através de uma etapa de secagem e 0 malte esta apto
para ser utilizado no processo cervejeiro.

De acordo com Townsley (1979), o processo de fabricacdo da cerveja é seletivo,
removendo do malte apenas nutrientes necessarios para produzir o mosto, deixando como
residuo um bagaco lavado composto principalmente de proteinas insollveis e restos da
parede celular da casca do grédo. O Bagaco do malte, portanto, consiste basicamente das
camadas do envoltorio do grdo original, que séo ricas em celulose, hemicelulose e lignina,
além de conter proteinas, lipideos, silica e polifendis (MUSSATTO; DRAGONE;
ROBERTO, 2006).

A composicdo quimica do BDM ¢ influenciada pela variedade da cevada, época
da colheita, condicBes de malteacdo, mostura e qualidade, quantidade e tipo de adjuntos
utilizados no processo cervejeiro. Em geral, o BDM € considerado um material
lignocelul6sico rico em proteinas e fibras, que representam aproximadamente 20 e 70 %
da composicdo, respectivamente. Também sdo encontrados no BDM vitaminas e
minerais, como calcio, cobalto, cobre, ferro, magnésio, manganés, fosforo, potassio,
selénio, sodio e enxofre com teor maximo de 0,5 % cada um (MUSSATTO; DRAGONE;
ROBERTO, 2006).

BDM proveniente do processo cervejeiro possui umidade que varia de 70 a 80 %.
Devido & alta umidade e ao teor de carboidratos, 0o BDM é um material muito instavel
sujeito a uma rapida deterioracdo por acdo de microrganismos. Por isso, 0 BDM deve
rapidamente ser conduzido a sua destinacao final ou passar por algum processo que possa
aumentar seu tempo de armazenamento.

Na Tabela 1, estdo apresentados dados de composicdo de BDM obtidos por
diversos autores (FUKUDA et al., 2002; MENEZES, 2018; MUSSATTO; DRAGONE;
ROBERTO, 2006; WANG; SAKODA; SUZUKI, 2001):
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Tabela 1 - Composicao de diferentes bagacos de malte
Fonte Proteina Cinzas Celulose Hemicelulose Lignina Lipideos
Wang et al. (2001)

: 239% 33% 140% NI 91% 68%

Wengetal (200 54206 390 158% NI 108% 61%
Wengetal 200 57506 38% 169% NI 163% N
Menezes (2018) 128% 29% 179%  21.8%  199%  N.I

ooy 240% 24% 254%  218%  119% 106%
M“ig%tgg 1520 46% 168%  284%  27.8% NI

N.I: ndo informado

2.2.1.2 AplicacOes

O principal destino do BDM ¢ a alimentacdo animal. Gracas ao seu alto teor de
fibras e proteinas, é uma étima racdo, principalmente para ruminantes. Combinado com
fontes baratas de nitrogénio, como ureia, por exemplo, o BDM fornece todos os
aminoacidos essenciais. Além de racdo para gado, ja foi estudado seu desempenho para
alimentar ratos, hamsters, frango, peixe e porcos. Mussato et al. (2006) compilaram
diversos estudos e afirmam que foi verificado um aumento no desempenho de
crescimento de todos estes animais, devido ao alto teor de proteinas e aminoacidos.

Normalmente, o BDM ¢ utilizado para alimentacéo animal na sua forma fresca e
umida, rapidamente apds sua separacdo na cervejaria. Dependendo da localizacdo da
cervejaria e quantidade do residuo, o BDM deve ser seco para poder ser armazenado por
mais tempo ou para diminuir os custos de transporte. O BDM sai do processo cervejeiro
com umidade de 70 a 80 % e, portanto, seca-lo (em tambores rotativos) demanda energia
consideravel, sendo bastante custoso para a cervejaria (GREGORI et al., 2008).

Alguns métodos alternativos para prolongar o tempo de armazenamento do BDM
ja foram propostos, como tratamento com os acidos lactico, férmico, acético e benzoico,
que se mostraram efetivos ao preservar 0s valores nutricionais por trés meses
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006). Congelamento, secagem a frio e em
forno foram testados também. Todos os métodos se mostraram caros € a secagem em
forno ineficiente por dificuldade de homogeneizacdo e consequente torra ou queima de
fragdes do BDM (SANTOS et al., 2003).

O BDM também foi testado para alimentacdo humana, como aditivo em paes,

biscoitos, tortillas e snacks. Entretanto, 0 BDM possui grédos grandes demais para ser
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diretamente adicionado em alimentos e, por isso, deve ser anteriormente transformado
em farinha (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006). Apesar de enriquecer o
alimento nutritivamente com fibras e proteinas, a farinha de BDM apresenta limitacoes
em relacdo ao sabor, cor e textura. A aceitacdo de consumidores para paes com 5, 10 e 15
% de BDM foi avaliada (PRENTICE; D’APPOLONIA, 1977). Para paes com 10 e 15 %
de BDM, a aceitagdo foi negativa, enquanto que para pdes com 5 %, a aceitacdo foi
ligeiramente inferior & amostra controle, sem adi¢do de BDM.

Foi estudada também a geracéo de energia a partir do BDM, tanto por combustao
direta como por uma fermentacdo para obtencdo de producdo de biogéds. Quanto a
combustdo direta, 0 BDM necessita uma pré-drenagem e diversos problemas associados
aos efluentes gasosos aparecem (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006). Na
geracdo de biogas, a etapa limitante € a hidrdlise do material fibroso e, por isso, se faz um
pré-tratamento para quebrar as moléculas lignoceluldsicas, deixando-as acessiveis aos
microrganismos para digestdo anaerobica. Os estudos foram bem satisfatdrios e a
producdo de biogés a partir do BDM se mostra uma alternativa bastante interessante,
principalmente para geracao de energia térmica para a propria cervejaria (CATER et al.,
2015).

Além dessas aplicacdes, ja foi testado o BDM como insumo para a manufatura de
tijolo e papel (papel toalha, cartbes de neg6cio), como material adsorvente para
tratamento de efluentes gasosos e de corantes em efluentes liquidos, como substrato para
producdo de enzimas por microrganismos, e como fonte de precursores quimicos, como
glicose, xilose, galactose, arabinose, &cido acético e 4&cido hidroxicinamico
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006).

Embora diversas utilizacdes tenham sido propostas para 0 BDM, as grandes
dificuldades sdo os custos de transporte e/ou de secagem. Como BDM é gerado durante
todo o0 ano e em praticamente todo o mundo, solucdes locais sdo mais interessantes. Por
estas razdes, a utilizagdo como ragdo animal local se apresenta muitas vezes como a

destinagdo mais simples.

2.2.2 Cascade Arroz

O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populacdo mundial

(MENEZES, 2018). A cadeia produtiva do arroz € bastante conhecida, por ser um
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alimento basico considerado de seguranca nacional (LUZZIETTI et al., 2013). E uma
excelente fonte de energia, gragas a alta concentragdo de amido, além de fornecer
proteinas, vitaminas e minerais com pouca quantidade de lipideos (WALTER;
MARCHEZAN; AVILA, 2008). Sua importancia € destacada principalmente em paises
em desenvolvimento, tais como o Brasil, desempenhando papel estratégico a nivel
econdmico e social (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008).

Segundo relatério da Food and Agriculture Organization of United States (2016),
o0 Brasil € 0 nono maior produtor de arroz no mundo, sendo o Unico pais ndo asiatico entre
0s dez primeiros. Na safra 2017/18, o pais produziu 11640 mil toneladas de arroz, sendo
sua producdo concentrada na regifo sul (SANTOS JUNIOR, 2016). O arroz é um dos
principais produtos de impacto na economia do Rio Grande do Sul (LHAMBY; SENNA,;
CANES, 2010). Lider na producdo nacional com 71 %, o Rio Grande do Sul teve
estimados, para a safra 2017/18, 1092 mil hectares destinados ao cultivo de arroz. Apenas
a soja teve maior area de cultivo no estado (EMATER-RS, 2018).

O processo de beneficiamento do arroz gera impactos ambientais e seus residuos,
se nao forem bem manejados, podem causar danos ao meio ambiente. Segundo Lhamby
et al. (2010), a casca de arroz se apresenta como o principal residuo desta agroindustria,
tanto pela alta quantidade e baixa densidade, como pela dificuldade de decomposicao.
Além disso, possui baixo valor nutritivo, 0 que a impossibilita de ser destinada a racéo
animal como o farelo e a quirera (LORENZETT et al., 2010). A casca, o farelo e a quirera
representam, respectivamente, 20, 10 e 4 % da massa do grdo de arroz (LORENZETT et
al., 2010). De acordo com Cabral et al. (2012), para cada tonelada de gréos de arroz
colhidos sdo gerados, em média, 220 kg de casca.

Segundo Fontoura (2015), o farelo e a quirera ndo sdo considerados residuos, mas
subprodutos. Em seu trabalho, foram contatadas as 40 principais empresas presentes no
Ranking de Beneficiamento do IRGA (Instituto Rio Grandense do Arroz) e todas
destinam farelo e a quirera a empresas de racdo animal. Foi verificado também que ha 6
unidades no Rio Grande do Sul que geram energia elétrica a partir da combustéo da casca
de arroz, todas na regido sudoeste do estado. Este processo, porém, consome apenas 3 %
do total deste residuo produzido no estado. Outras empresas utilizam cerca de 30 % da
casca do arroz para gerar calor, usado na etapa de secagem do processo de
beneficiamento. Fontoura (2015) também estimou que ha 981 kton/ano (60 % do volume

total) de casca de arroz excedente, gerando uma grande questdo ambiental ao estado.
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2.2.2.1 Propriedades

A casca de arroz € um residuo de baixa densidade, baixa umidade, elevado teor de
silica, grande resisténcia a degradacdo e dificil digestdo (SAHA; COTTA, 2008).
Menezes (2018) analisou a casca de arroz oriunda da empresa Extremo-Sul, Camaqua-
RS. Seus resultados apontam para uma composi¢do, em base massica seca, de 1,9 % de
proteinas, 16,2 % de cinzas, 37,4 % de celulose, 11,2 % de hemicelulose e 25,5 % de
lignina. Tais valores vao ao encontro da literatura , conforme a Tabela 2 (LEE, 1997,
OLUPOT et al., 2016; PHILIPPOUSSIS, 2009).

Tabela 2 - Composicdo da casca de arroz

Fonte Proteinas Celulose Hemicelulose  Lignina Cinzas C/N
Lee (1997) N.I 36,1 % 19,7 % 19,4 % 20,1 % N.I
Philippoussis
(2009) 1,9-25%* 28-43% 17,5-20,6 % 21,5-225% 16,7-21,4% 100-136
Olupot et al.
(2016) 1,9-3,7 %* 32-38%  12-20 % 11-15% 17-25 % 54-87
Menezes (2018) 19% 37,4 % 11,2 % 25,5 % 16,2 % N.I

N.I: ndo informado
*valores calculados a partir do teor de N fornecido pelos autores

Segundo Olupot et al. (2016), a razdo C/N da casca de arroz varia de 54/1 a 87/1,
enquanto Liou et al. (1997) e Pandebesie (2013) encontraram respectivamente 117/1 e
94/1 em seus estudos. Entre as 10 variedades de casca de arroz estudadas por Olupot et
al. (2016), o teor de umidade variou de 9,16 % a 11,21 % e a densidade aparente, de 89 a
124 kg/m?.

Tendo em vista que a composicdo da casca de arroz depende da variedade
plantada, do clima e das condicdes do solo, além da localizacdo geogréfica
(FERNANDES, 2006), utilizaremos neste trabalho os valores encontrados por Menezes
(2018) principalmente por serem recentes e locais e serem provenientes da mesma fonte

coletada.

2.2.3 Serragem

Boa parte dos residuos solidos da industria da madeira e de méveis é gerada no
processamento de madeira serrada. Embora a quantidade de residuo gerado varie em

funcdo de fatores relacionados ao processo, como maquinas utilizadas e dimensdes da
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tora, tanto grandes industrias madeireiras como pequenas marcenarias lidam com a
serragem.

No Brasil, é expressivo 0 montante de residuos florestais gerados. E estimado que a
eficiéncia da industria madeireira nacional seja em torno de 50 % e a geracéo de residuos
alcance 22,5 milhdes de toneladas ao ano (MACIEL, 2012). A serragem possui em sua
estrutura principalmente celulose, hemicelulose e lignina, e as duas Gltimas apresentam
dificuldade de degradagdo. Além disto, pelo grande volume ha dispersdo de poeira pelo
vento. H& algumas aplicacGes para a serragem, como geracdo de energia (em olarias,
secadores agricolas, industrias ceramicas), producdo de painéis aglomerados
(compensados), producdo de briquetes e substrato de solo em instalacfes para animais
(FAGUNDES, 2003). Entretanto, tais aplicacdes esbarram em dificuldades relacionadas
ao custo de transporte, grande volume, heterogeneidade, sazonalidade e falta de
investimentos. Muitas vezes, acaba por ser queimada ou disposta em lugares inadequados.

A serragem € um componente classico de substratos usados na producédo de diversos
cogumelos. Normalmente funciona como base lignoceluldsica, suplementada com

alguma fonte proteica.

3 Materiais e Métodos

3.1 Microrganismo

O fungo selecionado para a realizagéo dos trabalhos foi o Pleurotus ostreatus, cepa
proveniente da Fungibras e cedida por Msc. Diego Melo Pereira, a qual faz parte de sua

colecdo particular.

3.2 Residuos Agroindustriais

O bagaco de malte utilizado neste estudo foi cedido pela cervejaria Chosen Beer
Company e ¢ oriundo da brassagem para a producdo da cerveja do tipo Australian Pale
Ale. Esta € uma cerveja clara cuja composicdo de maltes conta com pouco malte
caramelo, nenhum malte torrado e 100 % malte de cevada. O BDM foi coletado no dia
31 de outubro logo apos a brassagem e foi mantido em freezer a -3 °C. Parcelas do

material foram utilizadas conforme a necessidade do estudo.
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A casca de arroz foi doada pelo laboratério BiotecLab, do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia do Alimento (UFRGS). Ela foi mantida sob refrigeracéo até sua utilizacéo.

A serragem foi doada pela Marcenaria Siqueira, de Porto Alegre, e foi proveniente
da madeira Angelim, a qual é utilizada em toras de madeira serrada. Sua utilizacao se deu

trés dias apos a coleta e, durante este periodo, foi mantida a temperatura ambiente.

3.3 Propagacdo do Micélio

Foram feitas propagacdes seriadas do micélio, a fim de obter quantidades
necessarias para o presente trabalho. O meio de cultivo batata-dextrose-a4gar (BDA) foi
preparado e esterilizado em autoclave a 121 °C por 15min. Em uma capela de fluxo
laminar previamente esterilizada, o BDA foi vertido em diversas placas de Petri. Da placa
de Petri contendo o fungo, foram cortados e extraidos discos de aproximadamente 1 cm
de diametro contendo o micélio. Estes discos foram adicionados no centro de cada placa
nova, que foram incubadas a temperatura de 25°C.

As placas foram completamente colonizadas em cerca de 7 dias. Ap6s a completa
colonizacdo, as culturas foram armazenadas sob refrigeracao até posterior uso. A Figura
1 apresenta a propagacdo do micélio em duas fases: (a) placa recém inoculada e (b) placa

colonizada.

Figura 1 - Micélio em expansao: (a) placa recém inoculada (b) placa
colonizada apos sete dias de incubacéo.

3.4 Preparacao do substrato

Os experimentos foram feitos utilizando a técnica de cultivo Jun-Cao, com 0s
substratos acondicionados em pequenos sacos de polipropileno. Foram feitas duas
bateladas e as formulagGes de substrato foram divididas em dois diferentes grupos
baseado em suas composi¢des. No primeiro grupo de experimentos, a base do substrato
foi composta unicamente por casca de arroz, enquanto que no segundo grupo, a base foi
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100 % serragem. A suplementacéo proteica com BDM foi feita nas proporcdes de 10, 25,
40, 55 e 70 % em ambos 0s grupos. Em todos os substratos foi adicionado 1 % (base seca)
de carbonato de célcio. A Tabela 3 mostra as diferentes formula¢es dos substratos em

base seca.

Tabela 3 - Diferentes formulacdes de substratos testados, em base seca

Base XBDM Xse Xca Xcacos
Casca de arroz 10 % 0% 89 % 1%
Casca de arroz 25 % 0% 74 % 1%
Casca de arroz 40 % 0% 59 % 1%
Casca de arroz 55 % 0% 44 % 1%
Casca de arroz 70 % 0% 29 % 1%

Serragem 10 % 89 % 0% 1%
Serragem 25 % 74 % 0% 1%
Serragem 40 % 59 % 0% 1%
Serragem 55 % 44 % 0% 1%
Serragem 70 % 29 % 0% 1%

Xepwm: Fracdo massica de bagaco de malte;
Xse: Fragdo massica de serragem;

Xca: Fragdo massica de casca de arroz;
Xcacos: Fragdo massica de carbonato de calcio.

As formulagdes dos substratos foram definidas em base seca. Para determinar a
composicao em base Umida, foi necessario medir a umidade de cada um dos componentes.
As analises foram conduzidas em triplicata e a metodologia esta detalhada na sesséo 3.8.2.

Foram feitos testes que definiram que 180 g de substrato imido por saco seriam
adequados em relagéo ao volume e forma do saco tanto para o substrato mais denso (maior
proporcdo de BDM), como para o menos denso. A guantidade de dgua no substrato foi
fixada em 70 %, quantidade tida como 6tima por Wang (2001). Os calculos foram feitos,
portanto, para que a massa fosse igual a 180 g em todas as formulagdes.

Com as composi¢cdes em base Umida calculadas, os componentes de cada
formulacdo foram misturados, no dia anterior a inoculacdo, em uma bandeja em
quantidades suficientes para preencher 5 sacos de polipropileno (12x25cm), os quais
serviram como reatores para o cultivo em estado solido. Apds a mistura, as massas
previamente calculadas de cada formulacdo foram introduzidas nos sacos. O volume de
agua faltante foi medido em proveta e adicionada individualmente em cada saco.

Na abertura do saco, foi acoplado um pedaco (aprox. 4cm) de cano de PVC de
32mm de diametro com um atilho a fim de deixar a abertura rigida. Foram utilizadas

buchas de algodao para tampar o saco, sem veda-lo hermeticamente.
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Os sacos preparados foram deixados overnight na horizontal, a fim de maximizar a
absorcdo pelo substrato da agua recém adicionada. No dia seguinte, os sacos foram
esterilizados em autoclave, por 30min a 121 °C. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata. Amostras excedentes foram separadas para os testes de pH, umidade e

densidade aparente.

3.5 Inoculagdo

A inoculacdo foi conduzida em uma capela de fluxo laminar previamente
esterilizada. Com o auxilio de um tubo Falcon (para cortar) e uma pinga, dois discos com
0 micélio (aproximadamente 1 cm de didmetro) foram cortados das placas de Petri
colonizadas e introduzidos em cada saco, ap0os o resfriamento do substrato. Os discos
foram situados na superficie do substrato, ndo muito proximos entre eles. Logo em
seguida, os sacos foram destinados ao ambiente de incubacdo. Na Figura 2, uma foto de

um saco recém inoculado.

Figura 2 - Procedimento utilizado na inoculacéo do substrato com o fungo
Pleurotus ostreatus

3.6 Incubacéo

A incubacdo se deu em uma geladeira adaptada as condic¢des de cultivo em estado
solido. A geladeira foi previamente limpa com &gua sanitaria e sanitizada com alcool
70 % (V/v).

A faixa de temperatura adequada a expansao do micélio do Pleurotus Ostreatus foi
mantida em torno de 24-27 °C. Alguns graus abaixo retardam o processo e temperaturas
acima de 35 °C podem causar méa formacao estrutural e até a morte do fungo a 40 °C (G.
ROLLAN, 2003). O teor de umidade idealmente deve ser de 65-75 %, para evitar a
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evaporacdo da agua presente no substrato. Para manter estes parametros dentro da faixa
ideal, algumas agdes de controle (programadas ou manuais) foram tomadas.

A geladeira, foi acoplado um controlador de temperatura (modelo Tic-17 da marca
Full Gauge), que foi programado para controlar a temperatura entre a 24 e 27 °C.
Entretanto, houve necessidade de esquentar o ambiente durante 0 més de setembro. Para
isto, sempre que a temperatura verificada esteve abaixo de 20 °C, uma estufa elétrica foi
ligada, com o ar quente direcionado para a minima abertura da geladeira. A estufa
permanecia ligada até o termostato indicar 30 °C, quando a geladeira era fechada. Em 15
minutos a temperatura estabilizava em 27 °C e demorava cerca de 10 horas para baixar a
23 °C.

A umidade do ambiente foi medida por um termo higrémetro digital com sensor
externo com termémetro medidor de umidade e temperatura e, sempre que verificada
abaixo de 65 %, agua foi borrifada no interior da geladeira, a fim de se alcancar umidade
de 75 %.

Os sacos foram postos lado a lado na geladeira e os medidores de umidade e
temperatura localizados proximos. A troca de ar se limitou a quando a geladeira foi aberta
para esquenta-la ou para fazer alguma analise visual da atividade do fungo.

A incubacdo foi dada como completa quando o micélio alcancou o fundo de cada
saco. Neste momento, o saco foi retirado desta geladeira e encaminhado ao ambiente de
frutificacdo. A Figura 3 mostra a geladeira de incubacdo, com sacos em diferentes

estagios.

Figura 3 - Sacos durante o periodo de incubacao
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3.7 Frutificacdo

A frutificacdo ocorreu em outra geladeira, também acoplada com controlador de
temperatura e medidor de umidade. A temperatura foi controlada entre 12 e 15 °C e 4gua
foi borrifada diariamente nas paredes da geladeira para manter a umidade acima de 80 %.
Uma lampada de LED de 9W foi instalada na geladeira e um temporizador foi
configurado para ligar e desligar a lampada a cada 12 h. A geladeira foi aberta duas vezes
por dia para promover troca de ar, além de analisar o andamento do cultivo.

Conforme metodologia aplicada por Zhang et al. (2002), foram feitos 2 furos de
cerca de 3 cm de didmetro em cada saco no inicio da frutificacdo. Os primérdios
apareceram nas cercanias dos furos, onde hd maior contato com o oxigénio. Os cogumelos
cresceram através dos furos e, quando seus chapéus comecaram a inverter, foram feitas
as colheitas. Imediatamente, suas massas foram medidas. A Figura 4 apresenta diferentes
momentos da frutificacdo: a esquerda primdrdios formados e a direita, cogumelos

maduros.

-

o

Figura 4 - Diferentes fases da frutificacdo do fungo Pleurotus ostreatus

3.8 Analises fisico-quimicas

3.8.1 Eficiéncia Bioldgica

A produtividade do cultivo de cogumelos se mede mediante o parametro de eficiéncia
bioldgica (EB), expresso em porcentagem. A EB consiste na razdo entre a massa de
cogumelos frescos e a massa seca do substrato original. Uma EB a partir de 50 % é
percebida como valor minimo de referéncia para o cultivo comercial de Pleurotus
ostreatus (ANA BELEM; DIEGO ALEJANDRO; FABIAN, 2016). Ainda que sejam
verificadas EB de cerca de 100 % ou mais, é necessario ter-se em conta a disponibilidade

do substrato para analisar sua eficiéncia em um local especifico.
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38.2 pH

Para a andlise do pH, foi utilizado o método 017/IV do Instituto Adolfo Lutz
(2008). Aproximadamente 10 g do substrato foram misturados a 100 ml de 4gua destilada.
A solucéo foi agitada e as medidas de pH foram feitas em um pHmetro de bancada da

marca Digimed, modelo D-22. Todas as andlises foram conduzidas em duplicata.

3.8.3 Umidade

As andlises de umidade foram realizadas de acordo com metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008) - método 012/1V. Amostras de cerca de 4 gramas
permaneceram em uma estufa a 105 °C overnight e o teor de umidade corresponde a
diferenca de massa verificada antes e depois da secagem. As andlises de cada componente
para os calculos de composicdo do substrato foram feitas em triplicata, enquanto as

analises de umidade de cada formulacéo foram feitas em duplicata.

3.8.4 Densidade Aparente

A densidade aparente foi medida conforme método utilizado no trabalho de
Pereira (2015), e indicado pela Federacdo dos Institutos para Pesquisas e Anélises
Agricolas da Alemanha (VDLUFA). Tal método baseia-se na auto compactagao por agao
do peso das proprias particulas umas sobre as outras. Uma proveta plastica é preenchida
com substrato e a massa deste € medida. Depois, a proveta é deixada cair sob a acdo de
seu proprio peso, de uma altura de 10 cm, por dez vezes consecutivas. Com o auxilio de
uma espétula nivela-se a superficie levemente e 1é-se o volume obtido. A densidade
aparente € definida como a razdo entre a massa analisada e o volume lido.

Neste estudo, foi utilizada a massa total de um saco ap6s o tratamento em
autoclave. Foi utilizada uma proveta plastica de 500 ml e a anélise foi feita apenas uma

vez por formulacéo.

3.8.5 Relacdo C/N (Estimativa)

Para a relagdo C/N dos substratos, foram feitas estimativas a partir de dados de

composicdo de cada componente encontrados na literatura e suas proporgdes em cada
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formulacdo. Detalhes sobre o calculo empregado para fazer a estimativa estdo no

Apéndice 1.

4 Resultados e Discussoes

Neste capitulo, serdo discutidos os principais resultados obtidos durante a
fermentagdo sélida para a producdo dos cogumelos do fungo Pleurotus ostreatus.

4.1 Eficiéncia Bioldgica

A eficiéncia bioldgica € a razdo entre a massa dos cogumelos frescos colhidos e a
massa seca do substrato original. Os cogumelos foram colhidos quando seus chapéus
comecaram a inverter e imediatamente tiveram suas massas medidas. Na Figura 5, estdo
representadas as eficiéncias bioldgicas obtidas nos dois primeiros flushes. O terceiro flush
ocorreu em poucas amostras, e cerca de 12 dias ap6s o segundo. Como as colheitas do
terceiro flush foram sempre pequenas (menores que 2 g), ndo foram consideradas para o
calculo de eficiéncia. Além disso, em cultivos comerciais, normalmente sdo colhidos

apenas os dois primeiros flushes.
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Figura 5 - Eficiéncia biologica das formula¢Ges com casca de arroz (-m-) e com
serragem (- A-)
Apresentaram melhores eficiéncias bioldgicas as formulagdes suplementadas com
25 e 40 %, tanto para substratos com CA como para o0s substratos com SE. Entre estas, as

formulagBGes contendo casca de arroz apresentaram EB superiores as formulagdes
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contendo serragem. Como a serragem € um componente classico de substratos para
cultivo de cogumelos, é razoavel supor que também € possivel utilizar casca de arroz
como base lignocelulésica, inclusive com diferentes suplementagdes proteicas.
Formulagbes contendo 25 e 40 % de BDM produziram mais cogumelos que as
formulagdes contendo apenas 10 %, tanto para serragem como para a casca de arroz,
indicando que a suplementacéo proteica foi benéfica, pelo menos até certo ponto.

Os substratos suplementados em 55 % apresentaram eficiéncia biolégica quase
nula, enquanto os substratos com 70 % de BDM ndo produziram nenhum cogumelo.
Inclusive, todas as amostras com 70 % de BDM apresentaram bolores no momento em
que as outras amostras estavam no segundo flush (Figura 6). Como as outras amostras
ndo foram contaminadas por bolores, é razoavel supor que 70 % de BDM torna o substrato
desfavoravel para o desenvolvimento do Pleurotus ostreatus, possivelmente porque o
BDM dificulta a aeracdo. Também é possivel que uma maior quantidade de nitrogénio

tenha tornado o substrato mais atrativo para contaminantes.

f ‘

Figura 6 - Substrato contaminao por bolor

Algumas formulac6es apresentaram eficiéncia bioldgica proxima ao valor entendido

como minimo para producdo comercial. Gregori et al. (2008) consideraram que BDM,

serragem e farelo de trigo podem formar substratos apropriados para o cultivo de

Pleurotus ostreatus, sendo que o maximo de eficiéncia que obtiveram foi 51 % em um
substrato contendo 20 % farelo de trigo, 10 % BDM, 2 % CaCOs e 68 % serragem.

O trabalho aqui proposto comprova que € possivel cultivar cogumelos do género

Pleurotus ostreatus em substratos contendo BDM em sua composicéo, de acordo com a

literatura relacionada (GREGORI et al., 2008; WANG; SAKODA; SUZUKI, 2001).

Embora nenhuma formulacdo tenha apresentado valores de EB superiores a 50 %, é
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possivel que uma otimizacdo nas propriedades fisico-quimicas mais relevantes

(notoriamente o pH e textura do substrato) gerem um incremento na eficiéncia.

42 pH

Todas as formulacdes apresentaram valores de pH dentro da faixa de sobrevivéncia
do Pleurotus ostreatus, porém a maioria ficou abaixo da faixa 6tima (6,0-6,5). Além
disso, é possivel observar uma tendéncia de diminuicdo do pH com o aumento da
suplementacdo com BDM, o que faz sentido, pois o BDM é sabidamente acido
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006). Os resultados obtidos na analise de pH

estdo representados na Figura 7.

7,00 A
6,50 A i
6,00 A
5,50 A

5,00 - §

4,50 T T T T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Concentragdo de BDM (%)

Figura 7 — pH medido das formula¢des com casca de arroz (-m-) e com serragem

(-A-).

Wang et al. (2001) avaliaram o efeito de lavar o BDM antes de sua utilizacdo em
formulacGes de substrato para o Pleurotus ostreatus. Embora o pH tenha aumentado, 0s
beneficios de um incremento observado da eficiéncia bioldgica ndo foram superiores ao
custo energético da lavagem.

Yildiz et al. (2002) analisaram o cultivo de Pleurotus ostreatus em 41 formulag6es
de substrato e 10 delas apresentaram EB superiores a 50 %. Interessante observar que
estas dez formulacOGes apresentaram pH dentro da faixa 5,94-7,11. As duas Unicas
formulacGes que apresentaram EB superiores a 100 % exibiram pH 6,83 e 6,86.

Podemos assumir que um incremento nas adi¢Ges de carbonato de célcio aumente
o pH para valores mais apropriados ao cultivo, possivelmente aumentando a eficiéncia

biologica.
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4.3 Umidade

Na Figura 8 estdo apresentados os valores médios de teores de umidade em funcéo

do grau de suplementacdo de BDM.
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Figura 8 - Teor de umidade medido nas formulagdes com casca de arroz (-m-) e
com serragem (- A -)

Pode-se observar que apresentaram maior umidade os substratos com maior teor de
BDM nas suas composigdes. De fato, foi 0 componente com maior umidade (75 %, frente
aos 13,5 % da serragem e apenas 11,5 % da casca de arroz). A alta umidade do BDM se
mostrou interessante ao facilitar o processo de umedecimento do substrato, como
verificado pelas anélises.

Normalmente, se umedece o0 substrato por alguns dias, verificando a umidade pelo
teste do palmo. O teste do palmo consiste em apertar o substrato com a mao e, se ele
formar grumos sem escorrer agua, deve ter um teor de umidade entre 60 e 70 %. Em seu
estudo, S6zbir (2015) utilizou o teste do palmo e, quando deu positivo, mediu a umidade
de seus substratos, que variaram entre 50 e 66 %. Embora todas suas formulacGes tenham
produzido cogumelos, os substratos com umidade préxima a 50 % foram justamente 0s
que apresentaram menores eficiéncias bioldgicas, e o autor credita isto a baixa capacidade

de absorcéo de agua dos componentes do substrato.
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Quando o fungo foi inoculado ao substrato, foi reparada a presenca de agua livre
dentro dos sacos, indicando que as técnicas de umidificacdo nao foram eficazes. Para
ambos os grupos, foi vista dgua livre em quantidade decrescente nas formula¢fes com
10, 25 e 40 %. Nos substratos com teor de BDM de 55 e 70 %, néo foi vista agua livre.
Portanto, enquanto a quantidade de agua era constante em todos os sacos (70 %), a
presenca de agua livre ja indicava que os substratos possuiam teor de umidade menor.

Os dados confirmam a inspecdo visual e os substratos com maior quantidade de
agua livre foram os que apresentaram 0s menores teores de umidade. Além disso, é
interessante destacar que nenhuma formulacdo apresentou teor de umidade igual a
quantidade de agua presente no interior dos sacos, nem mesmo 0s sacos contendo 70 %
de BDM, indicando que o processo utilizado de descanso das amostras overnight néo
tenha sido suficiente para promover a absor¢édo total da dgua pelo substrato ou, talvez,
que a serragem e a casca de arroz ndo tenham capacidade de absorver tal quantidade de
agua.

Os substratos contendo casca de arroz apresentaram menor umidade em relagéo aos
com serragem. Tal fato pode ser explicado por uma alta quantidade de silica presente na
casca de arroz, que promove uma certa impermeabilizacdo do material. Além disto, a
umidade original da casca de arroz ja era inferior a da serragem.

E possivel que melhores técnicas de umedecimento do substrato tragam beneficios
ao desenvolvimento do fungo, por garantirem uma melhor homogeneizagédo. Ja os teores
de umidade tidos como ideais pela literatura (65-70 %) parecem que ndo sao iguais para
qualquer natureza de substrato. Neste estudo, as formulag¢6es que apresentaram umidades

mais proximas destes valores foram contaminadas por bolores.

4.4 Densidade Aparente
A densidade aparente foi medida com a massa total de um saco, logo ap6s sua
esterilizacdo. Os resultados obtidos na analise estdo representados na Figura 9.
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Figura 9 — Densidade aparente das formulacdes com casca de arroz (-m-) e com
serragem (- A-).

Os dados mostram que 0s substratos com maior concentracdo de BDM apresentam
maior densidade aparente, possivelmente devido tanto a umidade quanto a forma do
BDM. De fato, o BDM é um material mais compacto e mais imido, com uma densidade
notoriamente mais elevada. A diferenca entre as densidades aparentes dos substratos com
casca de arroz e serragem é bastante grande, possivelmente devido a umidade, ja que a
granulometria da serragem pareceu até maior que a da casca de arroz.

Poucos estudos levam em conta a densidade aparente das formulacdes, entretanto
cultivos comerciais prensam massas pré-determinadas de substrato no seu recipiente (G.
ROLLAN, 2003). Wang et al. (WANG; SAKODA; SUZUKI, 2001) investigaram o efeito
do grau de empacotamento em formulacbes contendo BDM e farelo de trigo e seus
estudos indicam um valor 6timo perto de 60g/100 ml.

As formulagdes contendo serragem apresentaram valores de densidade aparente
mais proximos ao indicado como 6timo por Wang et al. (2001). Entretanto, tal fator ndo
se mostrou determinante na producdo de cogumelos, como verificado na analise de
eficiéncias biologicas.

O dado de densidade aparente ndo se mostrou determinante para o sucesso do
cultivo de Pleurotus ostreatus, ja que as formulagfes que apresentaram valores mais
préximos de um referencial da literatura foram as que mais tiveram problemas.
Possivelmente outros parametros fisicos do substrato, como porosidade, capacidade de
absorcéo de 4gua e tamanho das particulas, sejam tdo ou mais importantes que a densidade

aparente.
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4.5 Relagdo C/N

Os valores aqui apresentados sao somente uma estimativa, conforme foi explicado
por Cardoso et al. (2013). Embora os resultados possuam um erro associado, pode-se
perceber uma relagdo entre a formulagdo e os valores encontrados. Quanto maior o teor
da suplementacéo proteica, menor o valor estimado para a relagédo C/N.

Tal meétodo foi aplicado por Cardoso et al. (2013), e os autores salientam que a
escolha do substrato ndo pode se basear apenas na relacdo C/N. Caracteristicas fisicas
como capacidade de absor¢do de agua, porosidade, densidade aparente e tamanho das
particulas dos substratos sdo muito importantes, pois influenciam diretamente na aeragédo
(WANG; SAKODA; SUZUKI, 2001). Além disto, ha de se considerar a natureza dos
diferentes carboidratos presentes e suas capacidades espessantes e de gelatinizacdo
(CARDOSO; DEMENJOUR; PAZ, 2013). Todos estes elementos dificultam a anélise
sobre as diferencas de eficiéncia bioldgica apresentada por cada substrato.

A Tabela 4 apresenta os valores estimados para a relacdo C/N, conforme

metodologia explicada no Apéndice I.

Tabela 4 - Relacdo C/N estimada para cada formulacéo

Base XBDM C/N
Casca de arroz 10 % 78
Casca de arroz 25 % 49
Casca de arroz 40 % 35
Casca de arroz 55 % 27
Casca de arroz 70 % 21

Serragem 10 % 147
Serragem 25 % 77
Serragem 40 % 50
Serragem 55 % 35
Serragem 70 % 26

Embora o Pleurotus ostreatus tenha a capacidade de colonizar substratos com uma
ampla gama de valores de C/N, sua faixa 6tima esta entre 60 e 90, segundo Vieira (2016).
Chae e Ahn (2013) calcularam estatisticamente que o valor 6timo de C/N para sua
linhagem de Pleurotus ostreatus em substratos contendo serragem, farelo de arroz e
composto de restos de alimentos seria 54/1. Philippoussis (2016) conseguiu boas

eficiéncias em substratos contendo 100 % palha de trigo e 100 % residuo de algod&o, que
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apresentaram C/N 59/1 e 39/1, respectivamente. Seu trabalho confirma que ndo ha uma
correlagé@o simples, pois, uma linhagem de Pleurotus ostreatus rendeu 11 % a mais na
palha de trigo, enquanto a outra rendeu 24 % a mais no residuo de algodao.

A partir somente dos dados da relacdo C/N, fica impossivel predizer sobre o
sucesso de uma formulacdo. Neste trabalho, por exemplo, duas formulacdes tiveram suas
relagcbes C/N estimadas em 35/1. A formulacdo contendo casca de arroz e 40 % de BDM
foi, entre todas, a que apresentou maior média de eficiéncia bioldgica. Ja a formulacdo
contendo serragem e 55 % de BDM produziu muito menos cogumelos. E importante,
portanto, levar em conta a natureza dos componentes dos substratos e dos proprios
elementos (carbono e nitrogénio), além de parametros fisicos como tamanho de

particulas, porosidade, densidade aparente e capacidade de absorcao de adgua.
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5 Concluséao

A seguir, apresentam-se as principais conclusdes obtidas no referido trabalho:

O fungo Pleurotus ostreatus se mostrou capaz de colonizar todas as formulagdes
propostas;

As formulacgdes que apresentaram melhores EB foram as que continham 25 e 40%
de BDM, sendo que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre
elas.

formulacGes com maiores teores de BDM (55 e 70 %) formaram poucos ou
nenhum cogumelo. Sdo as formulacbes que apresentam menores valores para
relacdo C/N e maior umidade e densidade aparente. A presenca de bolor nas
formulacBes com 70 % de BDM indica que em altas concentracdes, o BDM cause
problemas quanto a aeracao do substrato;

a casca de arroz apresentou eficiéncia superior a serragem em formulagdes
contendo 25 e 40 % de BDM, indicando que, como a serragem, ela pode ser usada
como base lignoceluldsica para cultivos de Pleurotus ostreatus, inclusive com
outras suplementacdes proteicas. Suas formulacdes apresentaram pH semelhante
e relacdo C/N, umidade e densidade aparente menores em relacdo as formulacoes
contendo serragem;

Nenhuma das propriedades fisico-quimicas investigadas apresentou uma correlagdo
evidente com a eficiéncia bioldgica, entretanto algumas observacgdes podem ser feitas:

o o0s valores de pH de todas formulagdes estiveram abaixo da faixa ideal e
pode-se inferir que um incremento no teor de CaCO3z aumente o pH e
possivelmente a eficiéncia bioldgica;

o as formulagdes que apresentaram relacdo C/N inferior a 30 produziram
muito pouco ou nada de cogumelos, assim como a formulacdo com C/N
estimada em 147;

o as eficiéncias foram inferiores a medida que os valores de umidade e
densidade aparente se aproximaram dos valores indicados como 6timos
pela literatura. A EB foi superior em algumas formulagdes contendo casca
de arroz, que eram menos densas e menos Umidas do que as que continham
serragem. Tal fato indica que outras propriedades como porosidade e
tamanho de particulas sejam importantes para explicar a aeracdo do
substrato e que possivelmente os valores encontrados na literatura como
6timo ndo o sejam para qualquer natureza de substrato.

As eficiéncias bioldgicas encontradas sdo inferiores a outras encontradas na
literatura, que utilizaram diferentes formulagOes. Entretanto, ajustes nas
propriedades investigadas podem acarretar em um cultivo mais eficiente,
tornando-o atrativo economicamente.
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Apéndice 1

Nesta secdo estdo apresentados detalhes do célculo da estimativa da relacdo C/N.

Para os célculos,utilizou-se dados de composicédo retirados da literatura para o0s
trés componentes utilizados. Menezes (2018) determinou em seu estudo as composigdes
de casca de arroz e de BDM e seus dados foram utilizados por serem recentes, locais e,
no caso do BDM, por ser oriundo de uma cerveja clara, como o0 BDM empregado neste
trabalho. No caso da serragem, foi utilizada uma composicdo determinada por Chae e
Ahn (2013). A Tabela 5 apresenta os dados de composi¢do quimica dos trés residuos e 0s

fatores de conversdo.

Tabela 5 - Composicdo assumida para cada componente e o fator de conversao de cada
material

Fonte Componente proteinas Celulose Hemicelulose Lignina C N
(MENEZES,

2018) BDM 128% 17,9% 21,8 % 199 %
(MENEZES,

2018) CA 19% 374% 11,2 % 25,5 %

(CHAE; 57% 0,18%

AHN, 2013) SE

Fator Fator 0,16 0,44 0,45 0,65

Para a estimativa dos teores de carbono e nitrogénio do BDM e CA, foram
utilizados fatores de conversdo proteinas/nitrogénio e carboidratos/carbono referentes a
fracdo méssica média de cada elemento em cada substancia.

Para o teor de nitrogénio, foi utilizado o fator 0,16 que € o inverso do fator
proteina/nitrogénio (6,25) utilizado no método Kjeldahl por diversos autores (DUZKALE
SOZBIRetal., 2015; OLUPOT et al., 2016; PEREIRA, 2015; YAMAUCH I et al., 2018).

Quanto ao carbono, foi necessario analisar a contribuicdo dada por cada
carboidrato. A celulose foi a mais simples, por ser composta por apenas um mondmero,
a glicose, de formula molecular CeH1206. Como a glicose gera uma molécula de agua em
suas ligagdes, a formula molecular da celulose € (CsH100s)n. O fator de conversédo
carbono/celulose, portanto, € igual a fracdo massica de carbono na celulose (0,44).

Para a hemicelulose, foi considerado que é formada majoritariamente pelas
pentoses arabinose e xilose e pelas hexoses glicose e galactose. As pentoses, ao se
ligarem, perdem uma molécula de agua, ficando com formula CsHgO4 (fragdo maéssica de

carbono 0,455), enquanto as hexoses ficam com formula CeH10Os (fragdo massica 0,444).
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Como os valores sdo proximos, foi utilizado como fator de conversdo o valor médio
aproximado 0,45.

A lignina é um polimero formado por trés monémeros fenolicos: &lcool cumarilico
(CoH1002), alcool coniferilico (C10H1203) e alcool sinapilico (C1:H1404). Sua estrutura é
formada por diversas ligacdes aleatorias e a maioria ndo acarreta na geracao de alguma
outra substancia (AZADI et al., 2013). Por isso, foi utilizada a fracdo méassica de carbono
presente nos &lcoois cumarilico, coniferilico e sinapilico (0,72, 0,67 e 0,63
respectivamente). Foi utilizado o fator 0,67, que representa a média das fragdes massicas
de carbono presente nos alcoois coniferilico e sinapilico.

Quanto a serragem, o autor levado em consideracdo apresenta seus dados de
composicdo diretamente como teor de carbono e nitrogénio, o que facilita o calculo da
relacdo C/N. O teor de carbono encontrado por Chae (2013) (57 %) é semelhante a
estimativa calculada a partir dos dados de composicdo de serragem apresentados por
Fagundes (2003) (50 %), entretanto seus dados nédo séo simplificados demais ao ponto de
negligenciar a presenca de proteinas, como no caso do ultimo autor.

Os célculos, portanto, sdo um balango de massa dos elementos nitrogénio e
carbono presentes em cada substancia de cada componente de cada substrato, utilizando
as composicdes e fragdes massicas apresentados acima. Os valores encontrados estdo
apresentados na Tabela 4, na discussdo de resultados.



