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RESUMO

O cultivo de cogumelos comestiveis e medicinais pode ser realizado em diversos substratos
liginocelulésico em sistema axénico e pasteurizado. O género Pleurotus é conhecido
principalmente pela espécie Pleurotus ostreatus conhecido popularmente como cogumelo
ostra, shimeji ou hiratake. Neste trabalho, investigou-se a variabilidade genética de quatro
linhagens de Pleurotus ostreatus pela técnica RAPD, o crescimento micelial em meio de
cultura sélido, pardmetros da compostagem (umidade do substrato, dindmica da relacdo C/N,
pH, perda de massa fresca, celulose, hemicelulose, lignina, proteina total e fibra total),
produtividade, eficiéncia bioldgica e qualidade nutricional dos basidiomas (proteina total, fibra
total e extrato etéreo) cultivados nos diferentes substratos em duas relacdes C/N. As linhagens
de P. ostreatus foram coletadas de produtores do Estado de Sdo Paulo e os materiais utilizados
para a elaboracdo dos substratos de cultivo foram: capim braquidria, capim tobiatd, capim
brizantha, palha de cana-de-actcar, palha de trigo, bagaco de cana-de-agtcar e farelo de trigo.
No primeiro experimento foi avaliado a variabilidade genética pela técnica RAPD das quatro
linhagens de P. ostreatus coletadas de produtores do Estado de Sao Paulo. Assim foram
divididos em dois grupos distintos, o primeiro grupo com as linhagens POS 09/100, POS
09/101 e POS 09/102 e o segundo grupo com a linhagem POS 98/38. Sendo que dentro do
primeiro grupo as linhagens POS 09/100 e POS 09/101 apresentaram similaridade de 93%,

ainda dentro deste grupo a linhagem POS 09/102 mostrou similaridade de 69% em relacdo as
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duas linhagem citadas anteriormente. J4 no grupo 2 a linhagem POS 98/38 apresentou
similaridade de 36% em relagdo ao grupo 1. No segundo experimento foi avaliado o
crescimento micelial em meios de cultura a base de substratos coletados ao final da fase 11 de
compostagem. Usou-se a pontuacdo me periodos de tempos definidos (24 horas) para
determinar o crescimento da col6nia e 0 método ndo paramétrico de Stundent-Newman-Kills
para a transformacdo do valores em curvas de crescimento As maiores velocidades de
crescimento foram obtidas nos substratos a base de palha de cana-de-actcar, capim brizantha e
capim tobiatd independentemente da linhagem utilizada. A dindmica da compostagem foi
estudada avaliando-se a umidade, relacdo C/N, pH, perda de massa, proteina total, fibra total,
teor de celulose, hemicelulose e lignina. A umidade dos substratos ao final das fase I e II de
compostagem € um fator que pode ser corrigido com sucesso aplicando-se um manejo correto
fato evidenciado nesta etapa deste experimento. A relacdo C/N do substrato € influenciada pela
composi¢do inicial dos substrato principalmente quando utiliza-se suplementos nitrogenado
como foi o caso deste experimento que utilizou-se farelo de trigo. O estreitamento ou
diminui¢@o da relagdo C/N foi mais acentuada nos substratos suplementados assim como a
perda de massa onde observou-se uma reducdo 16,5% de massa fresca ao final da Fase II de
compostagem. A proteina total dos substratos foi maior ao final da Fase II de compostagem
para os substratos com relacdo C/N de 60:1 (suplementados). A fibra total foi influenciada
pela suplementacdo, onde os substratos mais pobres apresentaram menor teor de fibra total
assim como o teor de lignina. Para a celulose e hemicelulose, ndo houve diferencas
significativas em relacdo a suplementa¢do e sim sobre o tipo de material utilizado. A
produtividade média foi maior para a linhagem de POS 09/101 nos substratos suplementados,
e menor com a linhagem POS 98/38 nos substratos sem suplementag¢do, 33,50 e 1,2%,
respectivamente. A efici€éncia bioldgica apresentou diferencas significativas em fung¢do da
linhagem utilizada de P. ostreatus, obtendo-se a maior média com a linhagem POS 09/101
(substratos suplementados) e a menor com a linhagem POS 98/38 (substratos ndo
suplementados), 1459 e 4,3%, respectivamente. O numero de cachos teve diferencas
significativas em relacdo as linhagens de P. ostreatus utilizadas assim como o tipo de material
utilizado e o nivel de relacio C/N. A proteina total dos basidiomas foi influenciada pela

linhagens de P. ostreatus e pela relacio C/N sendo que a linhagem POS 98/38 teve o maior
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teor de proteina total nos substratos suplementados e a linhagem POS 09/101 cultivada nos
substratos sem suplementacdo o menor valor, com 30,59 e 19,99%, respectivamente. Os
maiores teores de fibra total dos basidiomas foram obtidos com a linhagem POS 09/101. Para
o extrato etéreo os valores obtidos neste experimento ndo apresentaram diferencas
significativas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %. A variabilidade genética foi constatada nas
linhagens comerciais mesmo quando estas tem o mesma origem; O crescimento micelial em
meio de cultura s6lido pode ser uma indicag@o para a escolha do material segundo resultados
sugeridos neste experimento e na literatua; A dindmica da compostagem e seus parametros
envolvidos podem ajudar a estabelecer um protocolo para as Fases I e II resultando em um
substrato seletivo para o cultivo de P. ostreatus. Estes parametros devem ser acompanhados e
analisados visto que com a mudan¢a do material base de modo geral estes parametros serao
alterados durante o processo; O tipo de material e a suplementagdo mostrou diferencas
estatisticas entre alguns tratamentos deste experimento possibilitando estudos futuros afim de
estabelecer correlagdes entre composi¢do do substrato e produtividade e composi¢do dos

basidiomas de P. ostreatus.

Palavras-chave: Substrato, suplementacio de farelo de trigo, produtividade, Capins e palha,

Pleurotus ostreatus, pasteurizagao.
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POTENTIAL OF PASTEURIZED SUBSTRATE BASED ON GRASSES TO
CULTIVATION OF MUSHROOM Pleurotus ostreatus (Jacq) P. Kumm. Botucatu, 2011. 117
p. Dissertacao (Mestrado em Agronomia A/C Energia na Agricultura) — Faculdade de Ciéncias

agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: FABRICIO ROCHA VIEIRA
Adviser: MARLI TEIXEIRA DE ALMEIDA MINHONI

ABSTRACT

The cultivation of edible and medicinal mushrooms can be accomplished on various
lignocellulosic substrates in system axenic or pasteurized. The Pleurotus genus is mainly
known by the species as Pleurotus ostreatus popularly known oyster mushroom, shimeji or
hiratake. In this study, we investigated the genetic variability of four strains of Pleurotus
ostreatus by RAPD, the mycelial growth on solid medium, composting parameters (substrate
moisture, dynamics of C/N ratio, pH, weight loss, cellulose, hemicellulose, lignin, total protein
and total fiber), productivity and nutritional quality of mushrooms (total protein, total fiber and
lipids) grown on different substrates in two C/N ratio. The strains of P. ostreatus were
collected from producers of Sdo Paulo State and the materials used for the preparation of

substrates were: brachiaria grass, tobiatd grass, brizantha grass, sugar cane straw, wheat straw,
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sugar cane bagasse and wheat bran. In the first experiment evaluated the genetic variability by
RAPD of four strains of P. ostreatus collected from producers of Sdo Paulo State. So were
divided into two distinct groups: the first group with the strains POS 09/100, POS 09/101 and
09/102 and the second group with the strain POS 98/38. Since the first group within the strains
POS 09/100 and POS 09/101 showed similarly of 69% over the two aforementioned strains. In
second group the strain POS 98/38 showed similarity of 36% compared to with the first group.
In the second experiment evaluated the mycelial growth in culture media based on the
substrate collected at the end of Phase II composting. Was used the punctuation in defined
time periods (24 hours) to determine colony growth and non-parametric method of Stundent-
Newman-Kills for transforming the values in growth curves higher growth rates were obtained
on substrates composed of straw of sugar cane, brizantha grass and tobiata grass regardless of
the strain used. The dynamics of composting was studied by assessing the moisture, C/N ratio,
pH, weight loss, total protein, total fiber, content of cellulose, hemicellulose and lignin. The
moisture of the substrates at the end of Phase I and II composting is a factor that can be
successfully corrected by applying a correct management as evidenced in this stage of the
experiment. The C/N ratio of the substrate is influenced by the initial composition of substrate
is used particularly when supplementation nitrogen as in the case of this experiment was used
wheat bran. The narrowing or reduction of the C/N ratio was more pronounced in the substrate
supplemented as where the weight loss which showed a 16,5% reduction of weight at the and
of Phase II composting. The total protein of the substrate was higher at the end of Phase II of
composting to substrates with C/N ratio of 60:1 (supplemented). The total fiber was influenced
by supplementation, where the poorest substrate had lower fiber content as well as the lignin
content. For cellulose and hemicellulose, no significant differences in relation to
supplementation, but on the type of material used. The average yield was higher for the strain
POS 09/101 on substrates supplemented and with the strain and less POS 98/38 on the
substrates without supplementation, 23.86 and 2.0%, respectively. The biological efficiency
showed significant differences depending on the strain used in P. ostreatus, obtaining the
highest average with strain POS 09/101 (supplemented substrates) and less with the strain POS
98/38 (non-supplemented substrates), 145.9 and 4.3%, respectively. The number of clusters

had significant differences from the strains of P. ostreatus used and the type of material used
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and the level of C/N ratio. The total protein was influenced by the mushroom strains of P.
ostreatus and C/N ratio being that the strain POS 98/38 had the highest total protein content in
substrates supplemented and strain POS 09/101 on substrate without supplementation the
lowest value, with 30.59 and 19.99%, respectively. The highest levels of total fiber of
mushroom were obtained with the strain POS 09/101. To the ether extract values obtained in
this experiment were not significantly different by Tukey test at 5%. The genetic variability
was observed in commercial strains even when they have the same origin; Mycelial growth on
solid medium can be an indication for the choice of material according to the results suggested
in this experiment and literature; Dynamics of composting and it’s parameters involved may
help to establish a protocol for Phases I and II, resulting in a selective substrate for growing P.
ostreatus. These parameters should be monitored and analyzed since the change of the base
material in general these parameters are changed during the process, the type of material and
supplementation showed statistical differences between some treatments of this experiment
possible future studies in order to establish correlations between composition and substrate

composition and productivity of the mushroom P. ostreatus.

Keywords: substrate, supplementation of wheat bran, productivity, grasses and straw,

Pleurotus ostreatus, pasteurization.



1. INTRODUCAO GERAL

O cultivo e consumo dos cogumelos do género Pleurotus,
especialmente o Pleurotus ostreatus, sempre estiveram em patamar inferior ao das espécies
mais competitivas do mercado no ocidente, como o Agaricus bisporus e o Lentinula edodes.
Contudo, atualmente, o cultivo e consumo de cogumelos deste género t€ém aumentado de
modo acentuado em fung@o de varios fatores como a comercializagdo garantida, a adaptagdo
elevada do fungo as variagdes de clima brasileiro, a disponibilidade de varios tipos de insumos
para a formulacdo de substratos, bem como a facilidade de cultivo e o baixo custo deste.

Dentre os cultivadores, uma minoria desenvolve todas as fases
do cultivo, disponibilizando ou ndo substrato pronto para outros cultivadores. Outra minoria
atua especialmente no preparo e inoculacdo de substratos, disponibilizando-os para a maioria
dos produtores. As duas minorias de produtores dominam o mercado de produgdo de
substratos, determinando o pre¢o dos mesmos a valores que elevam o custo de produgdo da
maioria dos produtores, geralmente em sistema de agricultura familiar. Além das dificuldades
em relagdo ao prego e a oferta de substrato, existem problemas relacionados ao transporte
deste.

Viérias empresas ou cooperativas tém comercializado o indculo
(semente ou Spawn) de P. ostreatus ou o proprio substrato colonizado. No entanto, pouco se
sabe a respeito da origem e da variabilidade genética dos isolados utilizados para na produgao

comercial de cogumelos dessa espécie.



A escolha de linhagens mais adaptadas a um determinado tipo
de substrato ¢ outro fator de fundamental importancia para se obter sucesso no cultivo de
Pleurotus spp., pois estes podem diferir quanto a velocidade de crescimento micelial, a
temperatura ¢ a umidades Otimas de incubag¢do e de frutificagdo, a resisténcia a fungos
contaminantes, ao tamanho e forma dos basidiomas e a produtividade (BERNARDI, 2007;
MARINO et al., 2008; CARVALHO et al., 2010).

No Brasil, o género Pleurotus também esta conquistando espago
no mercado nacional por seu atrativo gastronomico (sabor) e também, devido a sua rusticidade
e eficiéncia bioldgica elevada, adaptando-se bem a condi¢do brasileira de clima tropical
(COLAUTO et al., 1998).

A grande demanda e a qualidade dos alimentos t€ém sido motivos
de varias pesquisas, nas mais diversas areas. Uma delas tem sido o desenvolvimento de
técnicas para o cultivo de cogumelos, na area agroindustrial, que visa a reducdo dos custos de
produgdo, pre¢o ao consumidor e aumento do consumo mundial. Segundo Furlani e Godoy
(2007) pouco se sabe a respeito da qualidade dos cogumelos comestiveis cultivados no Brasil,
especialmente com respeito ao valor nutricional. Mesmo na literatura internacional, os dados
encontrados sdo escassos e referem-se a cogumelos cultivados em condigdes distintas das
encontradas no Brasil.

No presente trabalho, foi avaliada a variabilidade genética
existente entre quatro linhagens comerciais de P. ostreatus coletadas no estado de Sao Paulo,
sendo caracterizadas pelo método RAPD. Verificou-se também o comportamento em termos
de crescimento micelial e de fatores de producdo (produtividade, eficiéncia bioldgica, numero
de cachos e massa média dos cachos) em substratos pasteurizados formulados com bagago de
cana-de-acucar mais capins ou palhas diversas, com ou sem suplementagao nitrogenada além

da composig¢do de fibra bruta, proteina bruta e extrato etéreo dos basidiomas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Cogumelos comestiveis e o género Pleurotus

Os fungos incluindo os cogumelos comestiveis possuem a
habilidade para utilizacdo de substancias orgénicas, utilizando-se de diversos substratos. As
fontes de carbono como polissacarideos, lignina, glicose, manose, frutose, 6leos e acidos
organicos fornecem energia para a atividade metabolica dos fungos e constituem a base para a
sintese de proteinas e substancias de reserva (SINGER; HARRIS, 1987; ZANETTI; RANAL,
1997; SILVA et al., 2007). Tendo como papel a reciclagem e a transformagdo da matéria
organica em compostos mais simples sendo os cogumelos comestiveis o grupo de fungos com
grande importancia biotecnoldgica.

No Brasil, todos os cogumelos cultivados comercialmente sio
saprofitas, da classe dos Basidiomycetes: champingon-de-Paris (Agaricus bisporus), shiitake
(Lentinula edodes), shimeji ou hiratake (Pleurotus ostreatus) ¢ cogumelo-do-sol (Agaricus
blazei).

O cultivo de cogumelos tem longa tradi¢do no sudoeste asiatico,
datando de 600 a.C. com Auricularia auricula (orelha-de-pau), enquanto que o cogumelo 4.
bisporus ¢ cultivado comercialmente na Franca desde o século XVII (KUES; LIU, 2000). Este
ultimo € o cogumelo mais popular em todo ocidente, sendo cultivado em muitos paises e com

maior mercado consumidor (SUBRAMANIAN, 1995).



A produgdo do cogumelo € o apice do ciclo vital destas espécies;
também denominado de fruto, corpo de frutificagdoo, carpdforo, basidiocarpo e basidioma. Na
maturacdo dos cogumelos, o pileo se abre, as lamelas sdo expostas e ocorre a disseminagdo
dos esporos. Estes sdo sexuais, haploides, resultando do processo de divisdo meidtica dentro
do basidioma. Os esporos germinados ddo origem as hifas, que formam o micélio primario; a
unido de micélios primarios compativeis gera um micélio dicaridtico ou micélio secundario,
responsavel pela formagdo dos primordios, que dardo origem aos cogumelos (CHANG;
MILES, 1984; BONONI; TRUFEM, 1986; RAJARATHNAM, 1987).

Cogumelos do género Pleurotus ocorrem naturalmente nas
matas brasileiras, sobre madeira em decomposi¢do (MAZIERO et al., 1992; WISBECK, 2003;
BONATTI et al., 2004).

O género Pleurotus representa um grupo com elevado potencial
biotecnologico dentro da classe dos basidiomicetos, especialmente em dareas tropicais e
subtropicais, sendo utilizado como alimento funcional, na sintese de compostos bioquimicos,
na biorremediagdo e na produgdo de etanol derivado de madeira (MODA, 2008). O cogumelo
P. ostreatus ¢ considerado a espécie chave deste género, também chamado de cogumelo
gigante, caetetuba, hiratake, shimeji e cogumelo ostra.

Os cogumelos do género Pleurotus apresentam muitas vantagens
de cultivo como; facilidade de manejo e produgdo, ocupam pouco tempo e espago fisico,
utilizagdo de matérias-primas como palhas, capins, entre outros abundantes e baratas, ndo
requer climatizagdo em algumas situagdes, podendo ser cultivado em muitas regides do Brasil,
apresenta elevada rusticidade, crescimento rapido e investimento relativamente baixo quando
comparado com outras espécies de cogumelos (RAJARATHNAM, 1992; FERREIRA, 1998;
POPPE, 2000).

2. 2. Métodos de producio de cogumelos

O cogumelo comestivel P. ostreatus é cultivado no Brasil
principalmente através do uso da compostagem dos materiais utilizados na produgdo do
substrato e sua posterior pasteurizagdo e condicionamento sob vapor fluente. Neste processo

pode ser utilizado diversos materiais agroindustriais, como bagaco de cana-de-acucar , palha



de trigo, palha de arroz, capim braquiaria, capim gordura, folha de bananeira entre outros. A
compostagem do material ¢ realizada dentro de periodo variado, dependendo do grau de
tecnologia da propriedade e conhecimento técnico do produtor. Geralmente a compostagem
tem duracdo entre 9 a 20 dias onde o material ¢ disposto em pilhas também chamadas de
“medas de compostagem” sendo acrescentados ao material lignoceluldsico materiais ricos em
nitrogénio podendo ser organico ou mineral garantindo uma porcentagem extra de nitrogénio e
consequentemente teor elevado de proteina. O composto € acrescido também de corretivos
para ajuste do pH como calcario calcitico entre outros. A umidade do material ao final da Fase
I (compostagem em pilhas) deve mantem-se em torno de 70%, sendo que durante o processo
desta Fase faz-se a revirada do material em intervalos ndo maior que 4 dias afim de garatir
homogeneidade do material, umedecimento e fornecimento de oxigénio. Durante a Fase I
ocorre o desenvolvimento de microrganismos que iniciam a degradagdo do material,
disponibilizando nutrientes para o cultivo do cogumelo. Finalizada a compostagem, ¢ feita a
pasteurizacdo deste composto, também chamada de Fase II, com o objetivo de eliminar a
populagdo de microrganismos competidores. Apds a pasteurizagdo ainda dentro da Fase II
inicia-se o condicionamento do composto afim de permitir a assimilagdo da amonia livre por
microrganismos termofilds que servirdo de alimento para o fungo cultivado. Normalmente, a
pasteurizacdo ¢ realizada em tineis com entrada de vapor injetado, onde o substrato
permanece por 2 a 8 dias sob temperaturas de pasteurizacdo em torno de 55 a 80 °C com
posterior condicionamento com temperaturas entre 45 a 55 °C.

Os materiais utilizados no preparo do substrato, assim como o
tempo de compostagem e pasteurizacdo apresentam variagdes conforme a literatura. Maziero
et al. (1992) utilizaram bagaco de cana e farelo de arroz na producdo de P. ostreatus var.
“Florida”; a compostagem foi realizada durante 48 horas e a pasteurizagdo foi feita sob vapor
fluente em tunel de pasteurizacdo durante 24 horas a 59 °C, apresentando boa produtividade e
baixa taxa de contaminagdo. J&4 Abe et al. (1992) utilizaram bagago de cana suplementado com
sulfato de amodnia e superfosfato simples para a produgdo de P. ostreatus sob diferentes
temperaturas de pasteurizag@o. As temperaturas foram de 75 °C durante 48 horas e 8§2-84 °C

durante 48 horas, sendo que o primeiro tratamento apresentou melhor resultado.



Muitas sdo as técnicas utilizadas para a produgdo de P.
ostreatus, porém muitas sdo inviaveis em escala industrial, dificuldades apresentadas em
fun¢do do tempo de preparo, material, custo, entre outros fatores.

Segundo Dias (2010) sdo varias as técnicas que possibilitam
cultivar o cogumelo P. ostreatus, mas no entanto, a comunidade cientifica brasileira tem
preferivelmente utilizado a esterilizagdo em autoclave com algumas variagdes de tempo e
temperatura, fato pode estar relacionado com a comodidade, visto que estes equipamentos sdao

comuns na maioria dos laboratorios das Universidades facilitando sua aplicagao.

2. 3. Substrato de cultivo

Um dos fatores determinantes para o cultivo de cogumelos ¢ a
selecdo de substratos para produgdo de cogumelos, onde materiais adequados, tanto
biologicamente como economicamente, sdo essenciais para o sucesso do cultivo (TISDALE et
al., 2006; DIAS, 2010).

Os cogumelos comestiveis sdo cultivados em uma grande
variedade de residuos agricolas e sdo considerados grandes transformadores desses residuos,
representando a biotransformagao mais eficiente de reciclagem (ZHANG et al., 2002).

A palha de trigo ¢ o susbstrato tradicional para o cultivo de P.
ostreatus e Agaricus bisporus na Europa, com excelentes produtividades. A palha de arroz
também ¢ um residuo agricola muito utilizado para a producdo do cogumelo P. ostreatus
assim como residuos de industria cafeeira no México (BONONI et al., 1999; OEI, 2003). No
Brasil, um dos principais residuos utilizado como componente do substrato de cultivo deste
tipo de cogumelo entre outros € o bagaco de cana-de-agucar, porém, tem-se a necessidade de
testar outros materiais, pois o bagaco de cana-de-aglicar muitas vezes ndo estd em abundancia
em dada regido, além da utilizag@o deste residuo para geragdo de energia térmica ou elétrica, a
qual esta num crescente nos ultimos anos (DIAS et al., 2003).

No residuo vegetal as principais fontes de carbono sdo
polissacarideos e a lignina. Outros compostos como lipideos e proteinas também podem ser
utilizados (YANG et al.,, 2002; MAZIERO, 1990). O carbono pode ser obtido de

polissacarideos, monossacarideos, 4acidos organicos, aminoacidos, alcoois, compostos



policiclicos, celulose, hemicelulose e lignina (CHANG; MILES, 1989). As fontes de carbono
como polissacarideos, lignina, glicose, manose, frutose, o6leos e acidos organicos sdo
importantes fornecedores de energia para a atividade metabdlica dos cogumelos e constituem a
base para a sintese de proteinas e substincias de reserva, resultando em aproximadamente 50%
do peso da matéria seca dos corpos de frutificagdo em carbono (CHANG; MILES, 1989;
ZANETTI; RANAL, 1997).

O nitrogénio faz parte de muitos compostos importantes, tais
como: aminoacidos, proteinas, purinas, pirimidinas, algumas vitaminas, e a quitina, a qual ¢
um dos polissacarideos da parede celular de muitos fungos (CHANG; MILES, 1989).

Ainda dentro da condi¢@o de redugdo de custos de produgdo, os
materiais para a formulacdo do substrato devem ser regionais. A composi¢ao nutricional destes
deve ser previamente analisada em laboratdrios especificos. O carbono e o nitrogénio sdo os
elementos mais discutidos em termos de qualidade de compostos, sendo encontrados em
concentracdes deferentes nos diversos capins ou palhas disponiveis em nosso pais. Em alguns
casos, os substratos formulados com gramineas dispensam a suplementagdo com fontes de
nitrogénio, o que também reduz os custos de producdo. A suplementacdo nitrogenada pode
permitir uma pasteurizacdo do substrato por termogénese e também, resultar em boas
produtividades. Os processos de compostagem e de pasteurizacdo de substratos para P.
ostreatus nao sdo muito comentados na literatura nacional.

A relacdo C/N estd intimamente relacionada com as matérias-
primas utilizadas no substrato (Bagago de cana-de-agucar, palhas de cereais, gramineas,
farelos de soja, trigo, milho, etc.). Na formulag¢do do substrato € necessario uma adequagado
da relagdo C:N. Este procedimento ¢ baseado em analise quimica prévia dos materiais e
calculo das quantidades de cada um destes, de forma a obter a relagdio C:N adequada a da
espécie de cogumelo em cultivo. Na tabela 1, € apresentada a relacdo C/N de alguns materiais

usados no cultivo de cogumelos Pleurotus spp.



Tabela 1. Umidade (%), Carbono (%), nitrogénio (%) e relagdo C/N de diversos materiais
para o substrato de cultivo.

Ingrediente Umidade %  Carbono %  Nitrogénio % C/N
Bagaco de cana-de-agucar 35-75 48-54 0,3-0,5 96-190
Palha de Braquiaria 10-20 50-52 0,5-1,0 50-104
Palha de Trigo 10-20 45 0,6 75
Palha de Arroz 10-20 45 0,6-0,7 64-75
Capim Coast-cross 10-20 41,8 0,91 45,93
Capim Colonido 10-20 42.8 1,06 40,37
Farelo de Soja 10-13 45 7 6,42
Farelo de Arroz 10-13 46-48 2,23 20
Farelo de Trigo 10-13 50-52 2,96 1-17
Uréia -- 27 45 0,6
Sulfato de Amonio -- 0 22 --
Esterco de Cavalo 63 30 1,3 23
Esterco de Frango 40 28 1,5-4,0 7-18

Fonte: Adaptado Kopytowski Filho, 2006; Eira; Minhoni, 1997; Bononi, 1995.

Os cogumelos do género Pleurotus crescem bem em substratos
mais pobres em nitrogénio, ao contrario dos cogumelos do género Agaricus que requerem
substratos com relagdo C/N mais estreita. Comumente na pratica sdo utilizados residuos
agricolas e agroindustriais, com elevada relagdo C/N (entre 80 e 100:1) para o cultivo de P.
pulmonarius, P. ostreatus var. "Florida" e, P. sajor-caju em substrato natural compostado e
pasteurizado e, relagdes C/N mais estreitas quando se visa o cultivo de Shimeji (uma linhagem
de P. ostreatus) em cultivo axénico (cultivo em substrato e condigdes assépticas) (Eira;
Minhoni, 1997).

Pedra e Marino (2006), utilizando como substrato de cultivo
serragem de casca do coco no cultivo de P. sajor-caju, obtiveram produtividade maior nos
tratamentos suplementados com 40% farelo de trigo/arroz. Ja Dias et al. (2003) trabalhando
com palha de feijao, palha de milho e casca de café suplementados ou ndo com 10% de farelo
de trigo no cultivo de P. sajor-caju verificaram, produtividade maior (87%, massa fresca de
cogumelos / massa fresca de substrato) com a palha de feijdo sem suplementacdo. Os autores
explicam o resultado com base no elevado teor de nitrogénio deste material (1,46%). Silva
(2007) relata que teores de nitrogénio acima de 1,5% inibe o crescimento miceliano da espécie

P. sajor-caju.



Furlan et al. (2000), trabalhando com P. sajor-caju em palha de
arroz, com suplementacdo (em dois niveis) de farelo de arroz, nitrato de amoénia ou extrato de
levedura, relatam que a suplementag¢do, independentemente do tipo e do nivel desta,
incrementou a producdo. A melhor produtividade (84,5%, massa fresca de cogumelos / massa
fresca de substrato) foi obtida com suplementacdo de farelo de arroz; a maior eficiéncia
bioldgica (9,8%, massa seca de cogumelos/massa seca de substrato) foi observada no substrato
suplementado com nitrato de amoénia; a perda de matéria organica mais elevada (66,2 %) foi
apresentada pelo suplemento com extrato de levedura.

Os cogumelos comestiveis do género Agaricus e Pleurotus sao
cultivados no Brasil principalmente com uso de palhas e capins compostados e pasteurizados
sobre vapor fluente.

Estes processos podem ser usados com diversos tipos de
residuos agroindustriais, como bagaco da cana-de-agucar, palha de arroz, palha de milho,
palha de feijdo, entre outros. A suplementagdo com fontes organicas de N como farelos de
trigo, arroz, soja entre outros e/ou fontes inorganicas como uréia e nitrato de amonia, depende
da composi¢do dos materiais utilizados para a formacdo do substrato.

Colauto et al. (1998) trabalharam com mistura de bagaco de
cana e palha de feijao na producdo de P. sajor-caju. A compostagem foi realizada durante 15
dias, com reviradas da meda a cada 5 dias e umidade a 75 %. A pasteurizagdo foi realizada
com vapor fluente a 75° C, durante 4 horas. A produgdo foi de 113g cogumelo fresco por quilo
de substrato fresco (produtividade 11,3 %).

Silva et al. (2007), utilizando mistura de bagaco de cana-de-
acucar, capim coast cross, farelo de trigo (10 e 20% em relagdo ao peso umido substrato) e
uréia (0,65, 0,85, 1,30, 1,75 e 2,20% em relagdo ao peso seco do substrato), citam que a
produtividade ndo diferiu entre os tratamentos, € que para os dois maiores niveis de N ndo
houve sequer colonizacdo do substrato. Motos (1989) relata que, em substrato a base de
bagaco de cana-de-actcar hidrolisado sem adi¢do de N, ocorreu inibicdo do crescimento de
Pleurotus ostreatus. O mesmo acontece quando a adicdo de diferentes fontes de nitrogénio
resulta em teores iguais ou superiores a 1,5% de N, com base na matéria seca, segundo o autor.

Apesar da maioria dos produtores utilizarem a compostagem e

pasteurizacdo para a producdo de Pleurotus sp., outros processos tém sido avaliados em
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trabalhos de pesquisa. Os mais utilizados sdo a pasteurizagdo do substrato em agua quente (80-
100 °C) e a esterilizag@o em autoclaves.

Macaya-Lizano (1988) trabalhou com a mistura palha de arroz
(60%), cedro amargo (20%) e residuo do beneficiamento do arroz (20%) com suplementagdo
com cama de frango ou farinha de algoddo em diferentes proporgdes, os substratos foram
autoclavados a 56,8 kg de pressdo por 20 segundos, com os melhores resultados obtidos com o
substrato sem suplementagao.

Zanetti e Ranal, (1997) trabalharam com a mistura de casca de
algoddo, residuo de bainha de folhas de guariroba (Syagrus oleracea), residuos da
industrializag¢do do milho doce e bagago da cana triturado, os materiais foram autoclavados a 1
atm durante um periodo de 30 minutos para a producdo de P.ostreatus. A eficiéncia biologica
e produtividade variaram em fun¢do da mistura do substrato.

Pleurotus sp. foi produzido em diversos tipos de materiais,
como palha de arroz, palha de trigo, palha de milho, bagaco de cana e residuo de papel, através
do processo de pasteurizagdo do substrato em agua quente. Os materiais foram triturados,
misturados em diferentes propor¢des e mergulhado em dgua a temperatura ambiente por 12
horas para promover a hidratagdo do substrato. Em seguida foram imersos em agua quente

(100 °C) durante um periodo de 2,5 horas (BAHUKHANDI; MUNJAL, 1989).

2. 4. Substrato a base de capim

Originalmente, o cultivo era feito em toras e serragens de
espécies arboreas (Pinus spp., Eucalyptus spp. entre outras). Este tipo de substrato foi
gradativamente substituido por gramineas diversas, por razdes de ordem ecologica e
preservagdo das espécies nativas ou ndo. Somam-se a isto, o fato de a conversdo de energia
solar em espécies de gramineas ser 6 a 8 vezes maior que a de espécies de arboreas utilizadas
no cultivo tradicional, além da facilidade de adaptacdo em todo o territorio nacional. Os
fungos cultivados em gramineas tém maior produtividade que os cultivados em serragem
podendo ser 30% superior. A qualidade nutricional dos basidiomas € igual ou maior (Tabela 2)

(ZHANXI; ZHANHUA, 2002).
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Tabela 2. Composi¢do de basidiomas de Lentinula edodes e Auricularia polytricha em fungéo
do substrato de cultivo.

——————— Lentinula edodes ------- ---- Auricularia polytricha ---

Composi¢ao Capim Serragem Tora Capim  Serragem Tora
%
Proteina 32,83 28,787 19,65 8,12 7,99 7,376
Fibra 20,4 17,12 29,81 27,75 19,61 39,8
Gordura 2,31 2,61 1,71 1,4 0,8 1,2
Cinza 9,42 8,02 9,55 9,55 9,62 9,71
N 5,25 4,606 3,145 1,314 1,28 1,18
P 0,965 0,855 0,378 0,228 0,195 0,19
K 1,944 1,447 1,372 1,066 0,829 0,696
Ca 0,013 0,033 0,023 0,108 0,099 0,249
Mg 0,143 0,132 0,137 0,148 0,133 0,136
mg kg

Cu 15,79 7,1 9,45 2,84 6,72 2,37
Zn 119,57 74,66 133,2 36,01 39,99 56,96
Mn 26,88 13,45 16,25 19,43 26,84 26,52
Fe 101,95 75,12 78,6 98,05 136,37 248,6

Fonte: Zhanxi; Zhanhua (2002).

O Brasil possui grandes quantidades de diversas espécies
vegetais da familia das gramineas (Poaceae), devido a sua grande extensdo territorial, clima
tropical favoravel e adaptabilidade elevada destas espécies. Estas plantas sdo utilizadas como
alimento para animais e também, no caso da cana-de-acucar, como fonte de agucar e/ou de
energia. Neste ultimo caso, gerando quantidade elevada de residuos.

As gramineas utilizadas em pastagens sdo substratos potenciais e
de qualidade elevada para o cultivo de cogumelos. Mas, ha uma caréncia de pesquisas para o
aprimoramento do uso destas nos cultivo. Ha necessidade de se comparar a resposta de varias
linhagens do cogumelo em varios tipos de palhas e combinagdes destas, em termos de
produtividade e qualidade de basidiomas obtidos. Condi¢des de clima e de grau de tecnologia
dos cultivos também devem fazer parte destes estudos. Consequentemente, no Brasil, as
técnicas e os substratos para o cultivo deste cogumelo ndo estdo totalmente definidos,
principalmente pelos produtores, os quais ainda trabalham a base de conhecimentos trazidos
por imigrantes asidticos e europeus.

A substitui¢do de substratos tradicionais, a base de madeira

(toras e serragem), por capins, palhas de cereais e outros residuos agricolas, pode dispensar a
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suplementacdo nitrogenada, além da reduc¢@o no custo de producdo. Uma investigagao feita por
Zhanxi e Zhanhua (2002) revelou que alguns capins podem substituir a serragem e
parcialmente o farelo arroz no cultivo de P. ostreatus. Dias et al., (2003) relatam que a palha
de feijao para o cultivo de P. sajor-caju dispensa suplementagdo nitrogenada. Além de
produtividade elevada e facil adaptacdo no Brasil, os conteudos de proteinas, nitrogénio,
gordura, fésforo, potassio e magnésio, em gramineas, sdo maiores do que aqueles em serragem
(LIN; LIN, 1995).

No Brasil, produtores de Pleurotus utilizam o capim braquidria
(Brachiaria decumbens), coast-cross, palha de arroz, palha de trigo misturados com bagago de
cana-de-ag¢ticar com ou sem suplementagdo nitrogenada na formagdo do substrato de cultivo.
Segue-se uma compostagem curta (8-15 dias) e pasteurizagdo com vapor fluente (60-85° C por

8-18 horas).

2. 5. Suplementacio do substrato

A capacidade de o fungo crescer e produzir cogumelos em
substratos lignocelulodsicos esta relacionado com o vigor do micélio e com a capacidade de
ativar mecanismos fisioldgicos, necessarios para utilizar os nutrientes do meio de cultura
(MATA et al., 2001). Deste modo, as necessidades nutricionais para que o micélio cres¢a de
forma satisfatoria, nesta fase inicial do cultivo, pode ser otimizada face o tipo de material
utilizado na suplementacdo do meio de cultivo.

A suplementacdo do substrato com uma fonte de nitrogénio ¢
pratica usual adotada pela maioria dos produtores. Esta pode ser organica, através da utilizagio
de residuos agroindustriais ricos em nitrogénio, ou minerais, com o uso de adubos
nitrogenados soluveis ou parcialmente soluveis em agua.

De acordo com Rossi et al. (2001), farelos de arroz, trigo e soja
sdo fontes de nutrientes utilizadas como suplemento, pois estimulam o crescimento micelial de
diversas espécies de cogumelos. Pedra & Marino (2006), utilizando serragem de casca do coco
no cultivo de Pleurotus sajor-caju, obtiveram produtividade maior nos tratamentos

suplementados com 40% farelo de trigo/arroz.
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No Brasil, ¢ comum a utilizagdo do bagaco de cana-de-agucar
suplementado com farelo de trigo ou de arroz e carbonato de calcio para a produgdo de
Pleurotus sp.. A suplementacdo do bagago de cana com 15% de palha de feijao guandu
também foi avaliada, havendo aumento na producdo e na eficiéncia biologica no cultivo de
Pleurotus ostreatus var. "Florida" em relagdo ao bagaco sem suplementagdo (ZANETTI;
RANAL, 1997). Bisaria et al. (1997) relatam ainda que a suplementag¢@o organica ou mineral
pode ser utilizada somente em pequenas quantidades, pois o excesso de nitrogénio pode inibir

a sintese das enzimas degradadoras, podendo decrescer a degradabilidade do substrato.

2. 6. Tratamento do substrato

O substrato de cultivo precisa ser tratado antes de ser inoculado
com o fungo. O tratamento com calor ¢ o mais usado para matar insetos € microrganismos
competidores, existem duas categorias: esterilizacdo e pasteurizagdo. A esterilizacdo ¢
realizada a 121 ° C por periodo variado (em fun¢@o do tamanho do bloco, tipo de material e
etc.) elimina toda comunidade microbiana do substrato. J& pasteurizacdo elimina somente uma
parte dos microrganismos, pois, sdo temperaturas entre 60 e 100 °C por tempos variados.

O tratamento do substrato para o cultivo de P. ostreatus ¢ muito
discutido. O substrato de cultivo do cogumelo P. ostreatus pode ser esterilizado (cultivo
axénico) e ndo esterilizado (pasteurizado). A esterilizagdo, com o uso de autoclaves, ¢ restrita
a poucos produtores e com cultivo de P. ostreatus do tipo “shimeji preto”. A tecnologia e
cuidados com assépcia nestes cultivos ¢ maior e, consequentemente, os custos de produgdo
também sdo maiores, porém o produto final tem melhor pre¢co no mercado. Ademais, a oferta
do produto é pequena e o custo do mesmo ao consumidor € elevado. Por outro lado, o
substrato pasteurizado € o mais comum, em funcdo da reducdo de custos de energia bem como
da rusticidade do cultivo, caracteristica da maioria dos produtores brasileiros. O uso da
pasteurizacdo viabiliza e reduz o custo de produgdo desta espécie de cogumelo.

Segundo Dias (2010) sdo muitas as técnicas que possibilitam o
cultivo de P. ostreatus. A maioria dos produtores brasileiros utilizam a compostagem,
pasteurizacdo e condicionamento em massa para o cultivo de P. ostreatus do tipo “shimeji

branco”, porém a comunidade cientifica brasileira tem direcionada as pesquisas para o sistema
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de cultivo esterilizado. Segundo o mesmo autor ¢ necessario aprofundamento na técnica de
substrato pasteurizado.

O processo de compostagem estd dividido em trés fases: pré-
umidecimento, Fase I (fermentacdo aerdbia) e Fase II (pasteurizagdo e condicionamento)
(STAMETS; CHILTON, 1983; VEDDER, 1996; MUEZ-ORORBIA; NUNEZ PARDO, 2001;
LEON; LARA, 2003). No entanto, ambas as fases de compostagem sio partes relacionadas do
processo, mas, ao mesmo tempo diferentes em sua natureza e funcdo sendo foco em varias
pesquisas, na busca de mais controle, redugdo das emissdes de odores e acelerar o periodo de
compostagem (LABORDE et al, 1971; SMITH; SPENCER, 1976; GERRITS; VAN
GRIENSVEN, 1990; STRAATSMA et al., 1995; STRAATSMA et al., 2000). Alguns
parametros como matéria seca, relagdo C/N, degradagdo (lignina, celulose, hemicelulose e
matéria organcia) e pH os quais podem ser ajustados no inicio da Fase I, mas estes valores
sofrerdo alteragdes durante o processo de compostagem (Fase I) e pasteurizagdo e
condicionamento (Fase II), sio muito estudados e de dificil discri¢gdo em fun¢do dos diferentes
tipos de materiais utilizados e sistemas (WOOD; FERMOR, 1985; EIRA; MINHONI, 1997;
STRAATSMA et al., 2000; SHARMA et al., 2000).

Os materiais utilizados no preparo do substrato, assim como o

tempo de compostagem e pasteurizagdo, tém variagdes conforme literatura.

2. 7. Caracteristicas bromatologicas dos basidiomas de

cogumelos comestiveis

Informagdes a respeito da composi¢do de alimentos tem se
tornado cada vez mais importante para avaliar a sua qualidade. Para vitaminas, essas
informagdes tém grande valor, uma vez que desempenham fungdes importantes no organismo
humano e animal. Outros constituintes, como proteinas, lipideos e fibras, também tém se
tornado uma preocupacao para profissionais das areas de saude e de alimentos além da procura
pelo consumidor de alimentos naturais de boa qualidade (FURLANI; GODOY, 2007).

O processo biotecnoldgico de cultivo de cogumelos resulta em
alimento de alto valor nutricional, o qual pode ser considerado uma boa fonte de proteina,

fibra alimentar, baixo teor de gordura além de minerais entre outros compostos (SILVA et al.,
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2002; MANZI et al., 2004; NGAI; NG, 2004). Outra vantagem ¢ que contem mais proteina
que a maioria dos vegetais e possui todos os aminoacidos essenciais (CHANG; MILES, 1989;
YILDIZ et al., 2002). O teor de proteina bruta do cogumelo em base seca varia de 8,9 a 50%
(BANO; RAJARATHNAM, 1982, MAZIERO, 1990).

Inimeras variaveis determinam as diferencas observadas na
composi¢do quimica dos basidiomas, principalmente no conteudo de proteinas, minerais e nos
constituintes de aroma e sabor, entre ela citam-se a idade ou estdgio de desenvolvimento do
cogumelo, condi¢des pds-colheita, a composi¢do do substrato, bem como método de cultivo
(CRISAN; SANDS, 1978; BANO; RAJARATHNAM, 1988).

Segundo Furlani e Godoy (2007) pouco sabe-se a respeito do
valor nutricional dos cogumelos cultivados no Brasil. Isso pode estar relacionado com os
inameros fatores que interferem na composicdo do cogumelos além de poucos trabalhos

realizados na area de cogumelos.
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CAPITULO 1: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE LINHAGENS COMERCIAIS
DE Pleurotus ostreatus PELA TECNICA RAPD

1. INTRODUCAO

Os representantes do género Pleurotus pertencem a ordem
Agaricales, a qual ¢ conhecida pela grande variedade na morfologia dos individuos (Lopes
1999). Neste género estdo inclusos espécies de cogumelos comestiveis com propriedades
medicinais e importantes aplicagdes biotecnoldgicas e ambientais (Cohen et al. 2002).

Entre as principais espécies cultivadas estdo: P. ostreatus, P.
sajor-caju, P. citrinopileatus, P. pulmonarius, P. cystidiosus, P. sapidus, P. abalones, P.
salmoneo-stramineus, P. ferulae e P.ostreatus var. "Florida" (Maziero 1990, Wang et al.
2001). No entanto, ¢ dificil fazer a correta descrigcdo de todas as espécies e isolados comerciais
de Pleurotus, pois os diferentes paises possuem diversos climas, métodos de cultivo, materiais
para formulagdo de substrato e exigéncia de mercado, o que resulta em diferentes condi¢des de
crescimento.

Os cogumelos do género Pleurotus possuem ampla distribui¢do
geografica, sendo o P. ostreatus (Jacq. et Fr.) Kummer, o cogumelo de maior importancia
comercial dentro deste género, estando difundido em &reas temperadas e em regides tropicais

(Yang 1986, Delmas 1989).
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Marino et al. (2003) relatam que a manifestagdo genética de
cada isolado ¢ influenciada, entre outros fatores, pela temperatura e intensidade luminosa. No
Brasil existem algumas espécies nativas de Pleurotus, a maioria ainda ndo estudada que teriam
potencialidade de serem utilizadas para o cultivo, com a vantagem de serem adaptadas aos
climas regionais brasileiros (Maziero 1990). Sobre isso, Sales-Campos et al. (2010) cultivaram
uma linhagem de P. ostreatus de ocorréncia na Amazonia brasileira, em residuos madeireiros
e agroindustriais e obtiveram resultados satisfatdrios.

Viarias empresas ou cooperativas tém comercializado o inoculo
(semente ou spawn) de P. ostreatus ou o proprio substrato colonizado. No entanto, pouco se
sabe a respeito da origem e da variabilidade genética dos isolados utilizados para na produgéo
comercial de cogumelos dessa espécie.

Meétodos para identificacdo de genétipos sdo importantes para
um entendimento da historia evolutiva dos fungos. Além disso, o sucesso do cultivo de
cogumelos comerciais requer uma habilidade para identificar as espécies corretamente e
discernir entre linhagens de uma mesma espécie (Bunyard et al. 1996).

A taxonomia de espécies de Pleurotus, apesar de todos os
esfor¢os para esclarecimentos, ainda é confusa (Menolli Jr. et al. 2010). Por causa da forma
diversificada dos cogumelos, os grupos e distribuicdo da maioria das espécies sdo pouco
conhecidos (Vilgalys e Sun 1994). Além disso, a diversidade da morfologia dos basidiomas de
varias espécies, especialmente aquelas distribuidas em diferentes regides do mundo, bem
como as identificadas erroneamente de isolados comerciais tem levado a multiplos nomes para
a mesma espécie (Menolli Jr. et al. 2010).

O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ¢ um método
conveniente para detectar diversidade genética (Marino et al. 2003, Sunagawa e Magae 2005,
Larraya et al. 1999). Este método apresenta resultados satisfatorio quando aplicado para
verificar variabilidade genética em linhagens de cogumelos de varias origens.

Assim, neste trabalho foi avaliada a variabilidade existente entre
quatro linhagens comerciais de P. ostreatus (POS-98/38, POS-09/100, POS-09/101 e POS-
09/102) coletadas no estado de Sdo Paulo, sendo caracterizadas pelo método RAPD (Williams

et al. 1990).
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2. MATERIAL E METODOS

As linhagens de P. ostreatus utilizadas no experimento foram
obtidas de produtores de cogumelos do Estado de Sdo Paulo e do Banco de Germoplasma do

Modulo de Cogumelos, FCA/UNESP, Botucatu-SP (Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens de Pleurotus ostreatus utilizadas nos experimentos.
Linhagens  Data do Origem

Isolamento
POS 98/38  06/98 Banco de germoplasma Mddulo de Cogumelos.
Basidioma coletado de cultivo comercial em composto
POS 09/100 01/09 pasteurizado na regido de Sorocaba; segundo o produtor, é
originaria do Japao.
POS 09/101 01/09 Basidioma coletado de cultivo comercial em composto

pasteurizado na cidade de S@o Pedro, oriunda dos EUA.
Basidioma coletado de cultivo comercial em composto

POS 09/102 02/09 pasteurizado na cidade de Tatui; segundo produtor, ¢
origindria da Italia.

2. 1. Isolamento e matriz primaria

A técnica utilizada para o isolamento e obteng¢do de matriz
primaria das linhagens comerciais baseou-se na coleta de um basidioma sadio de P. ostreatus
nos locais de cultivo e, em ambiente asséptico, em camara de fluxo laminar. Inicialmente o

mesmo foi partido com as maos e, com o auxilio de uma pinga de corte, foram transferidos
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fragmentos de 3 a 5 mm do pseudotecido interno para placas de Petri, contendo 20 ml de meio

de cultura CA (Composto-Agar) (figura 1).

A B
C D
E F

Figura 1. Procedimento de isolamento das linhagens de P. ostreatus, dentro de camara de
fluxo laminar: A, B. basidiomas, placas com meio de cultura, lamparina e pinga; C. particdo
manual longitudinal do basidioma; D, E. retirada de um fragmento do pseudotecido interno,
com pinga; F. transferéncia deste para o meio de cultura.

O meio de cultura CA foi feito a base de extrato de uma mistura
de bagaco de cana-de-agtcar (30%) mais capim braquidria (30%) mais capim brizantha (30%)
mais farelo de trigo (10%). Para tanto, 40 g (base seca) da mistura foi fervida, por 10 minutos,
em 500 ml de agua destilada. O extrato foi filtrado, em peneira de malha de 60 mesh, e
completou-se o volume do mesmo para 500 ml, com adicdo de agua destilada. A seguir,
colocou-se em frascos de Duran e autoclavou-se a 121 °C por 30 min., e pos 24 horas,

adicionaram-se 7,5 g de Agar e autoclavou-se novamente realizando-se assim, o processo de
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tindalizagdo. Apos resfriamento e no interior de uma camara de fluxo laminar, verteram-se 20
ml de meio em placas de Petri esterilizadas.

Ressalta-se que os fragmentos foram cortados em local distante
das lamelas, para se evitar a transferéncia de esporos para o meio de cultura e,
consequentemente, riscos de recombinacdo genética e de alteragdes morfofisioldgicas das
linhagens. A colonizagdo do meio de cultura ocorreu em temperatura de 25 °C + 1 °C, em
BOD durante 10 dias e no escuro.

A certificagdo e viabilidade das matrizes obtidas, bem como da
linhagem do Banco de Germoplasma do Mdédulo de Cogumelos, foram conferidas através de
um pré-cultivo das mesmas, em substrato pasteurizado, a base de bagago de cana-de-agticar

(45%), palha de cana-de-agucar (45%) e farelo de trigo (10%) (base seca dos ingredientes).

2. 2. Caracteriza¢io molecular

As linhagens foram caracterizadas pelo método RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA-Williams et al. 1990). O material genético foi proveniente de
micélio cultivado em placas com meio s6lido BDA (batata, dextrose e dgar). No isolamento do
DNA, foi utilizado o método descrito por Doyle e Doyle (1988), modificado para o uso em
fungos. Para amplificagdo do DNA foram utilizados oligonucleotideos iniciadores dos
conjuntos K, O e M (K-12, K-15, OPA-01, MAP-08, MAP-10 e MAP-17). As reag¢des foram
realizadas em um volume final de 10 uL, contendo: 50ng de DNA, 0,1 mM dNTPs, 2,5 mM
MgClI2, 1 uM do oligonucleotideo iniciador, tampao de reagdo (10mM Tris-HCI, 50mM KCI),
1U Taq polimerase. As amplificagdes foram desenvolvidas com um ciclo inicial de 94°C, 4
min; 35 ciclos de 94°C, 1 min, 40°C, 1 min, 72°C, 1 min, com um periodo de extensao final de
um ciclo 72°C, 10 min.

Os produtos das amplificacdes foram analisados em gel de
agarose 0,8%, corados com bluegreen e visualizados sob luz ultravioleta. Os dados gerados
foram analisados pelo programa GEL-PRO ANALYZER versdo 3.1, através do qual foram
calculados os coeficientes de similaridade, utilizando-se o coeficiente de Jaccard e construido

o dendrograma para as distancias genéticas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers MAP-10 e MAP-17 foram selecionados de acordo
com a amplifica¢do dos fragmentos de DNA em todos os isolados e por apresentarem bandas

polimorficas nitidas, facilmente detectadas a olho nu (Figura 2).

Figura 2. Produtos da amplificagdo das linhagens de Pleurotus ostreatus com o0s
oligonucleotideos MAP 10 e MAP 17. Bandas: 1. POS 98/38; 2. POS 09/100; 3. POS 09/101;
4. POS 09/102; M = Marcado molecular 1 Kb plus ladder.

Os padroes de RAPD revelaram variabilidade entre as quatro
linhagens de cogumelos analisadas. Isto confirma a capacidade discriminatdria elevada da

técnica de RAPD em estudos de diversidade genética de fungos, sendo uma técnica util na
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diferenciacdo de isolados de varias espécies de cogumelos comerciais (Chiu et al., 1996,
Colauto et al., 2002, Khush et al., 1992, Ramirez et al., 2001, Zhang e Molina, 1995). Bunyard
et al. (1996), analisando o DNA ribossomal para a avaliagdo de classes genotipicas de
Pleurotus spp., verificaram que entre os 21 isolados analisados, uma diferenca de 4 — 25% foi
vista entre o grupo e entre os isolados W84 (P. dryinus) e 609 (P. cystidiosus). Assim, as
relacdes filogenéticas entre populacdes diferentes também prové uma ferramenta para entender
a historia biogeografica de espécies de Pleurotus (Vilgalys e Sun, 1994).

No dendograma apresentado na Figura 3, verifica-se a formacao
de dois grupos distintos. Um grupo com as trés linhagens coletadas de produtores de P.
ostreatus no Estado de Sdo Paulo, ou seja, POS 09/100, POS 09/101 e POS 09/102. O outro

grupo com a linhagem do banco de germoplasma do Mddulo de Cogumelos, a POS 98/38.

Similaridade (Jaccard)
0.1 02 03 0.4 0,= 0.6 0,7 0.8 0.9 1.0

POS 09/100

POS 09/101

POS 09/102

POS 98/38

Figura 3. Dendograma baseado no método UPGMA, de acordo com os perfis de amplificagdo
gerados com os oligonucleotideos MAP 10 e MAP 17 para as linhagens de Pleurotus
ostreatus.

As quatro linhagens de P. ostreatus apresentaram similaridade
genética de 38%. De acordo com Ravash et al. (2010), a elevada diversidade genética
detectada dentro de grupos é provavelmente devido a um fluxo eficiente de gene entre

linhagens compativeis dentro de cada grupo. Estes autores relatam ainda que a adaptacdo de
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alguns grupos de fungos de diferentes lugares causa acumulo de diferengas genéticas dentro
das mesmas espécies devido ao processo de isolamento. Relatos semelhantes foram descritos
por Bunyard et al. (1996), que verificaram que a espécie P. ostreatus ¢ muito heterogénea,
especialmente quando obtidas de localizagdes geograficas distantes, podendo haver mais
variagdo, em relagdo a arvore filogenética, entre populagdes isoladas geograficamente do que
entre espécies diferentes de Pleurotus.

O grupo contendo as trés linhagens coletadas de produtores
apresentou similaridade de 69%. Ainda dentro deste grupo, as linhagens POS 09/100 e POS
09/101 apresentaram similaridade de 93%, indicando baixa variabilidade genética. Menolli Jr.
et al. (2010) também verificaram uma similaridade genética similar de 98% entre doze
isolados de Pleurotus spp. Bunyard et al. (1996) relatam uma similaridade entre 21 isolados de
Pleurotus spp., onde quase todos foram agrupados juntos e dentro deste grupo, onde muitas
espécies foram consideradas semelhantes ao P. ostreatus, ou seja, 536 (P. florida), 598 (um
isolado comercial de P. ostreatus), 529 (um isolado selvagem de P. sapidus), e 397 (um
isolado comercial de P. cornucopiae) foram relatados como sendo similares ao P. ostreatus.
Marino et al. (2006) avaliando a caracterizacdo molecular de sete isolados de P. ostreatus
verificaram que apresentaram 85% de similaridade entre si, apesar de terem origem distintas.

Entre os principais fatores morfologicos, a variagdo de cor dos
cogumelos ¢ muito comum nas espécies ¢ depende das condigdes ambientais. Em alguns
casos, uma mesma linhagem de P. ostreatus cultivada em regides distintas pode apresentar
caracteristicas morfologicas distintas, o que pode levar o produtor a considerar,
equivocadamente, como sendo linhagens distintas de uma mesma espécie. Sobre isso, Marino
et al. (2003) observaram que a atividade do P. ostreatus submetido a uma intensidade
luminosa de 120 lux e 28 °C ndo apresentou coloracdo de pileo, mas a 15 °C e com
intensidade luminosa de 900 lux, os isolados de P. ostreatus apresentaram redugdo de
coloragdo com aumento de luminosidade.

Bunyard et al. (1996) verificaram que a morfologia do
basidioma do isolado 397 (um isolado comercial de P. cornucopiae) foi quase idéntica a do P.
ostreatus, ou seja, embora originalmente tenha sido identificado como P. cornucopiae, 0s
resultados obtidos sugerem que o isolado ndo foi identificado corretamente e possa, de fato,

ser um isolado de P. ostreatus. Menolli Jr. et al. (2010) relatam que a combinacdo de estudos
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morfologicos e analise filogenética molecular provéem uma boa ferramenta para entender a

sistematica e limites de espécies do género Pleurotus.
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4. CONCLUSOES

A andlise da caracterizagdo molecular das linhagens revelou a
existéncia de variabilidade genética entre as linhagens avaliadas, sendo a linhagem POS-
98/38 mais distinta das demais na avaliacdo. Esta variabilidade possibilita estudos futuros em

relacdo as suas caracteristicas agronomicas.
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CAPITULO 2: CRESCIMENTO MICELIAL DE LINHAGENS DE Pleurotus ostreatus
(Jacq) P. Kumm EM MEIOS DE CULTURA A BASE DE SUBSTRATO DE
GRAMINEAS

1. INTRODUCAO

A capacidade de degradacdo dos fungos lignoceluloliticos em
diferentes tipos de residuos deve-se as suas enzimas, as quais proporcionam a obtengdo de
compostos como carbono e nitrogénio para o seu crescimento (Alexandrino et al., 2007),
sendo que a acdo destas depende diretamente da composi¢do quimica do substrato utilizado,
bem como das condi¢des ambientais (Andrade et al., 2010; Bernardi et al., 2009; Sales-
Campos 2010a).

A maioria dos cogumelos comestiveis, entre eles o Pleurotus
ostreatus, apresentam bons indices de desenvolvimento em diferentes tipos de matérias-prima
(Sales-Campos et al., 2010b, Sanchez 2010; Carvalho et al., 2010). Entretanto, devido a
grande quantidade e variedade de residuos descartada no meio ambiente, ¢ imprescindivel o
estudo da viabilidade de aproveitamento destes materiais no preparo de substratos de cultivo
de cogumelos de interesse alimentar.

A escolha de linhagens mais adaptadas a um determinado tipo
de substrato ¢ outro fator de fundamental importancia para se obter sucesso no cultivo de

Pleurotus spp., pois estes podem diferir quanto a velocidade de crescimento micelial, a
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temperatura ¢ a umidades otimas de incubagdo e de frutificagdo, a resisténcia a fungos
contaminantes, ao tamanho e forma dos basidiomas e a produtividade (Carvalho et al., 2010;
Bernardi et al., 2009; Marino et al., 2008).

No estudo das condi¢des Otimas de crescimento do fungo, o
cultivo in vitro tem sido utilizado (Sales-Campos et al., 2008), sendo que uma curva sigmoidal
tipica pode traduzir este crescimento durante um periodo de tempo, com varias fases com
propriedades fisiologicas tipicas (Montini et al., 2006). Os pardmetros avaliativos que podem
ser adotados sdo: velocidade, vigor e massa micelial. Para isso, o uso de meio de cultura so6lido
¢ considerado adequado, pois, na natureza, os fungos comumente desenvolvem-se em
substratos solidos, sendo que o uso de meios de cultura a base de extrato do proprio substrato
de cultivo tem sido recomendado (Andrade et al. 2010; Minhoni et al., 2011).

Assim, neste experimento, avaliou-se o crescimento micelial de
linhagens de P. ostreatus em meios de cultura a base de extrato de substratos de cultivo
formulados com bagaco de cana-de-agticar adicionados de palhas ou capins, com ou sem

suplementacdo nitrogenada.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de
Microbiologia, do Departamento de Produ¢do Vegetal, da Faculdade de Ciéncias

Agrondomicas, UNESP, Botucatu, SP.

2. 1. Linhagens de Pleurotus ostreatus

Foram utilizadas quatro linhagens de P. ostreatus: POS 98/38,
POS 09/100, POS 09/101 e POS 09/102, as quais se encontram armazenadas na Micoteca do
Modulo de Cogumelos - FCA/ UNESP.

2. 2. Preparo dos meios de cultura

Os meios de cultura foram preparados a base de extratos de
substratos, imediatamente apos Fase II de compostagem (Tabela 1). Para tanto, coletaram-se 3
amostras (4 sub-amostras para cada amostra do mesmo substrato) de cada substrato e
procedeu-se a secagem das mesmas em estufa a 65 °C, até peso constante. Com o auxilio de
uma tesoura, fragmentou-se o material em pedacos de 2-4 cm de comprimento. A seguir,
prepararam-se os extratos aquosos dos mesmos, a partir da fervura, por 10 minutos, de 40 g

(base seca) de substrato em 500 ml dgua destilada. Apds, filtrou-se em peneira de malha de 60
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mesh. Completou-se o volume de filtrado para 500 ml, com dgua destilada. A seguir, colocou-
se em frascos de Duran e autoclavou-se a 121 °C por 30 min. Apds 24 horas, adicionaram-se
7,5 g de agar e autoclavou-se novamente realizando-se assim, o processo de tindalizag@o.

Apos, verteram-se 20 ml de meio em placas de Petri esterilizadas.

Tabela 1. Formulag@o dos substratos utilizados na elabora¢do dos meios de cultura.

Formulagao
Substrato % Capim Palha Capim  Capim Palha
Bagaco Braquidria cana  brizantha tobiatd trigo Farelo trigo
Al 18,60 68,60 -- - - - 8.9
B1 25,40 -- 63,00 - - -- 8,9
Cl 40,50 -- -- 50,26 -- - 8,9
D1 65,20 - -- -- 28,80 -- 8,9
El 18,40 -- -- -- -- 69,00 8,9
A2 21.30 78,60 -- -- - - -
B2 28,70 -- 71,20 -- - - -
C2 57,30 - -- 42,60 - - -
D2 79,70 -- -- -- 20,31 - -
E2 21,05 - -- -- -- 78,94 --

1. Composto (materiais base seca): A. capim braquiaria + bagaco de cana; B. palha de cana +
bagaco de cana; C. capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E.
palha de trigo + bagago de cana.

2. Suplementagdo do composto: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

2. 3. Adaptacio das linhagens

Antecedendo o experimento propriamente dito, fez-se um
cultivo prévio das linhagens em meio de cultura a base de todos os substratos (mistura de
todos os substratos), facilitando-se assim, a adaptacdo destas aos ingredientes a serem
utilizados no cultivo. A propor¢do dos materiais para o preparo deste meio de cultura foi: 40%
de bagaco de cana-de-agucar + 10% de palha de trigo + 10% palha de cana + 10% de capim

braquidria + 10% de capim brizantha + 10% de capim tobiatd + 10% farelo de trigo.
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2. 4. Inoculagio e incubacao dos meios de cultura

Discos de 5 mm da matriz secundaria foram transferidos para o
centro das placas contendo os meios de cultura. Incubou-se a 25 + 1 °C, no escuro. O periodo
de incubagdo transcorreu-se até a colonizagdo total de pelo menos 60% das placas de petri de

cada tratamento.

2. 5. Determinacio do crescimento micelial de Pleurotus

ostreatus

O crescimento micelial de P. ostreatus foi acompanhado através
de medig¢des periddicas do didmetro das coldnias. A primeira medida ocorreu apos 48 horas da
inoculagdo e, neste momento, as placas receberam oito marcas pontuais diametralmente
opostas entre si, na face externa de sua base, no limite da colonia. As medidas subseqiientes
foram realizadas a cada 24 horas. Desta forma, para cada periodo de leitura, foram obtidos
quatro valores correspondentes ao didmetro da colonia, em milimetros. Em seguida, estes
valores foram transformados em uma média, as quais foram utilizadas para comparar os
resultados obtidos entre os tratamentos.

Para o estudo da cinética de crescimento micelial do P. ostreatus
em meio de cultura foram feitas as comparagdes dos parametros estatisticos (alfa, beta e gama)

e posteriormente a construcdo de curvas das velocidades instantaneas.

2. 6. Delineamento experimental

O delineamento foi ao acaso, em fatorial 10 x 4 (meio de cultura
x linhagem), com cinco repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia. As
médias foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de Stundent-newman-Kkills (5%). Para
tanto, utilizou-se o programa SISVAR 4.2 desenvolvimento pelo Departamento de Ciéncias

Exatas, da Universidade Federal de Lavras, MG (UFLA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As velocidades de crescimento micelial, seguiram modelos de
regressao nao linear, utilizando-se a metodologia de Montini et al. (2006), sendo detalhada a
seguir.

O modelo que melhor explicou a cinética de crescimento das
linhagens de P. ostreatus, em meio de cultura sélido, tem como componente deterministico a
exponencial de uma fun¢do Gompertz, segundo Ratkoswsky (1983) citado por Montini et al.

(2006).
Yij = exp {o;exp [- exp(B;—y;Xij)]} e

Onde, Yij é o didmetro de crescimento (mm); Xij ¢ o tempo
(dias); a, B, v sdo os componentes do vetor de parametros 0; e;; = componente aleatorio (ruido).
Os indices 1 e j sdo relativos a i-ésima observacdo e ao j-ésimo tratamento (cruzamentos),
respectivamente.

As comparagdes dos parametros estatisticos a, e y (Tabelas 2,
3,4,5, 6 e7), referente ao crescimento micelial de linhagens de P. ostreatus, segundo os

diferentes meios de cultura com ou sem suplementagdo utilizados.
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Tabela 2. Comparagio estatistica do pardmetro alfa do modelo de regressdo ndo linear',
referente a cinética de crescimento micelial de Pleurotus ostreatus, segundo meio de cultura e
linhagem (teste ndo paramétrico de Stundent-Newman-Kills).

N — Linhagens ----------------
e10 de cultura 98/38 09/100 09/101 09/102
.................. pardmetro alfa
Al 4645%  454¢ 4,420 4,60 a
B1 4,62 b 4,67b 4,70 a 4,60 a
Cl 4,69 a 4,56 ¢ 4,51b 4,48 b
DI 4,63 b 4,81 a 4,50 b 4,58 a
El 452 ¢ 455¢ 453 b 4,56 a

(1) Y35 =exp {ojexp [- exp(P;- viXij)]} + e

(2) Meios de cultura de extrato de substrato: A. capim braquiaria + bagaco de cana; B. palha
de cana + bagago de cana; C. capim brizantha + bagaco de cana; D. capim tobiatd + bagaco de
cana; E. palha de trigo + bagaco de cana. 2. Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo
(A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) Por coluna, medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de
5% de significancia pelo teste de student-Newman-Kills.

Tabela 3. Comparagdo estatistica do pardmetro beta do modelo de regressdo nao linear',
referente a cinética de crescimento micelial de Pleurotus ostreatus, segundo meio de cultura e
linhagem (teste ndo paramétrico de Stundent-Newman-Kills).

) @ Linhagens------------------
Meio de cultura 98/38 09/100  09/101  09/102
----------------- parametro beta ----------------

Al 0,922bc®  0852b  1237a  0982a
Bl 1,067 a 0,833b  0,927b 0,910 ab
Cl1 0,869 cd 1,07la  1,129a 0,987 a
DI 0,971 b 0,731¢  1,197a 0,990 ab
El 0,814 d 0,720c  0,903b  0,831b

(1) Y3 = exp {ojexp [- exp(Pj- viXij)]} + e

(2) Meios de cultura de extrato de substratos: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha
de cana + bagaco de cana; C. capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de
cana; E. palha de trigo + bagago de cana. 2. Suplementag@o do substrato: 1. com farelo de trigo
(A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) Por coluna, medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de
5% de significancia pelo teste de Student-Newman-Kills.
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Tabela 4. Comparagio estatistica do pardmetro gama do modelo de regressdo ndo linear',
referente a cinética de crescimento micelial de Pleurotus ostreatus, segundo meio de cultura e
linhagem (teste ndo paramétrico de Stundent-Newman-Kills).

Meio de cultura @~ mmmemmmeeee- Linhagens ----------------
98/38 09/100 09/101 09/102
—————————————————— parametro gama

Al 04516%  0455a 0,590 a 0,389 ¢
Bl 0,481 ab 0,386b  0,382¢ 0,379 ¢
Cl1 0,408 ¢ 0,497a  0,521b 0,508 a
DI 0,424 a 0326¢c 0,565 ab 0,438 b
El 0,332d 0335¢  0,320d 0,288 d

(1)Yj; = exp {ojexp [- exp(Bj - viXi)]} + eij

(2) Meios de cultura de extrato de substratos: A. capim braquiaria + bagaco de cana; B. palha
de cana + bagago de cana; C. capim brizantha + bagaco de cana; D. capim tobiatd + bagaco de
cana; E. palha de trigo + bagago de cana. 2. Suplementag@o do substrato: 1. com farelo de trigo
(A1, B1 Cl1, D1, E1); 2. sem farelo de trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) Por coluna, medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de
5% de significancia pelo teste de Student-Newman-Kills.

Tabela 5. Comparacio estatistica do pardmetro alfa do modelo de regressdo ndo linear',
referente a cinética de crescimento micelial de Pleurotus ostreatus, segundo meio de cultura e
linhagem. (pelo teste ndo paramétrico de Stundent-Newman-Kills).

. A — Linhagens ------------—---

Meio de cultura 98/38 09/100 ¢ 09/101  09/102
----------------- parametro alfa ---------------

A2 4645  451b  458ab  450c

B2 4,62 b 4,59 b 4,51 ¢ 447 ¢

2 4,69 a 4,53 b 4,50 ¢ 4,58 b

D2 4,63 b 4,53 b 4,61 a 4,64 a

E2 4,52 ¢ 5,04 a 4,55b 4,55b

(1) Yy = exp {ojexp [- exp(B;- viXyl} + ej

(2) Meios de cultura de extrato de substratos: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha
de cana + bagaco de cana; C. capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de
cana; E. palha de trigo + bagago de cana. 2. Suplementag@o do substrato: 1. com farelo de trigo
(A1, B1 Cl1, D1, E1); 2. sem farelo de trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) Por coluna: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente em nivel de
5% de significancia pelo teste de Student-Newman-Kills.
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Tabela 6. Comparagdo estatistica do pardmetro beta do modelo de regressdo ndo linear',
referente a cinética de crescimento micelial de Pleurotus ostreatus, segundo meio de cultura e
linhagem (teste ndo paramétrico de Stundent-Newman-Kills).

. @) mmmmmmmmmmemees Linhagens ----------------

Meio de cultura 98/38 09/100  09/101  09/102
parametro beta -----------------

A2 0,923 2@ 0,965a  1,021b 0,907 b

B2 0,967 a 0917ab  1,152a 1,042a

C2 0,960 a 0,823b  1,078ab 0,927b

D2 1,013 a 0,939ab  1,132a 0,957b

E2 0,748 b 0,894ab  0,819¢c 0,811c

(1) Y35 = exp {ojexp [- exp(P;- viXij)]} + e

(2) Meios de cultura de extrato de substratos: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha
de cana + bagaco de cana; C. capim brizantha + bagaco de cana; D. capim tobiatd + bagaco de
cana; E. palha de trigo + bagaco de cana. 2. Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo
(A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) Por coluna, medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de
5% de significancia pelo teste de Student-Newman-Kills.

Tabela 7. Comparagdo estatistica do pardmetro gama do modelo de regressdo nao linear',
referente a cinética de crescimento micelial de Pleurotus ostreatus, segundo meio de cultura e
linhagem (teste ndo paramétrico de Stundent-Newman-Kills).

. 2 Linhagens ---------------
Meio de cultura 98/38 09/100 09/101  09/102

—————————————————— pardmetro gama ----------------
A2 0,430b®  0467ab  0439c¢ 0441b
B2 0,485 a 0,429ab  0,522a 0,486a
C2 0,427 b 0,405 b 0,465bc 0,388 ¢
D2 0,497 a 0,486 a 0,491b  0,427b
E2 0,271 ¢ 0,223 ¢ 0293d 0277d

(1) Y3 = exp {0 exp [- exp(Pj- viXij)]} + e

(2) Meios de cultura de extrato de substratos: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha
de cana + bagaco de cana; C. capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de
cana; E. palha de trigo + bagago de cana. 2. Suplementag@o do substrato: 1. com farelo de trigo
(A1, B1 Cl1, D1, E1); 2. sem farelo de trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) Por coluna, medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de
5% de significancia pelo teste de Student-Newman-Kills.
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Nos casos em que dois tratamentos apresentem igualdade
estatistica entre os parametros a, § € y, significa que possuem velocidades instantaneas iguais.
Caso contrério, basta que um dos parametros seja diferente, para assegurar diferenca estatistica
entre as velocidades instantaneas.

O crescimento micelial foi determinado pelos pardmetros a, 3 e
Y que interagem durante a coloniza¢do do meio de cultura, desencadeando comportamentos
distintos entre as linhagens em razdo do meio de cultura (Tabelas 2, 3,4, 5, 6, ¢ 7).

Varios autores ja relataram diferencas de crescimento micelial
de fungos comestiveis em fun¢do de linhagens (Andrade et al., 2008; Gomes-da-Costa et al.,
2008; Marino et al., 2008). De acordo com Nyochembeng et al. (2008) a biodegradacdo de
residuos pode ser otimizada pela selecdo de linhagens eficientes, uma vez que, como ja
relatado por Silva et al. (2005) o crescimento do micélio influéncia a producdo de cogumelos.
Além disso, Jonathan et al. (2008) relatam que uma rapida coloniza¢do micelial do Pleurotus
tuberegium, nos seletivos substratos, tais como residuos de madeira de Holoptelia grandis e
Milicia excelsa, reduz consideravelmente o crescimento de outros organismos competidores.

Nas comparacdes entre meios de cultura com suplementacdo
(Figura 1), ocorreu diferenca significativa no crescimento micelial da linhagem POS 98/38,
sendo a velocidade instantanea de crescimento maior para os meios B1>D1, e menores para os
meios AI>CI>E1l. Andrade et al. (2008), avaliando o crescimento de L. edodes em meios de
cultura a base de serragem de diferentes espécies de eucalipto, também verificaram diferencas
no crescimento do fungo entre os meios de cultura, obtendo o melhor resultado no meio a base

de E. citriodora.
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Figura 1. Velocidade de crescimento micelial (mm dia ') estimada para as linhagens de Pleurotus ostreatus POS
98/38, POS 09/100, POS 09/101 e POS 09/102 cultivadas em placas de Petri (didmetro médio da coldnia em
placas de Petri). Meio de cultura: 1. A. Capim braquidria +bagaco de cana-de-agtcar; B. Palha de cana-de-agtcar
+ bagago de cana-de-agticar; C. Capim brizantha + bagago de cana-de-agticar; D. Capim tobiatd + bagago de
cana-de-agucar; E. Palha de trigo + bagago de cana-de-agucar. 2. Suplementagdo do substrato: 1. com farelo de
trigo (A1, B1, C1, D1 e El); 2. sem farelo de trigo (A2, B2, C2, D2 e E2).
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Para a linhagem POS 09/100 também ocorreu diferencgas
significativas para todos os meios com suplementacdo testados, observando-se maior
crescimento no meio D1 e com os meios Al, Bl e C1 o crescimento mostrou-se intermediario
e por fim com menor crescimento o meio E1. Motato et al. (2006), avaliou o crescimento
micelial de Pleurotus djamor em residuos de bananeira misturados com serragem de jequitiba
e observou diferencas de crescimento micelial em fung¢do do meio de cultura, sendo que os
tratamentos compostos por folhas de bananeira proporcionaram um crescimento micelial
significativamente maior aos demais tratamentos.

A linhagem POS 09/101 apresentou  crescimento
estatisticamente igual para os meios Al e DI sendo construida uma unica curva de
crescimento. Donini et al. (2006), avaliando o efeito da suplementacdo com farelos no
crescimento in vitro de P. ostreatus em meios a base de capim-elefante (Pennisetum spp.),
também observaram semelhanga entre crescimento radial da colonia de P. ostreatus
suplementados com os farelos de arroz e milho e os ndo suplementados.

O maior crescimento foi observado para os meios B1>Cl ¢ o
menor crescimento no meio E1. Ja para a linhagem 09/102 houve diferencga estatistica exceto
para os meios Al e Bl plotados em uma Unica curva de crescimento, sendo os maiores
crescimento para os meios C1>D1 e menor crescimento para o meio E1.

O comportamento do crescimento micelial nos meios de cultura
ndo suplementados foi diferente dos meios suplementados (Figura 1). Estes resultados estao de
acordo com Pedra e Marino (2006) que, utilizando serragem de casca de coco para avaliar o
crescimento de P. ostreatus, obtiveram melhor crescimento micelial quando a serragem foi
suplementada com farelo de trigo ou de arroz. Também Sales-Campos et al. (2008), avaliando
o crescimento micelial de P. ostreatus em residuo de Simarouba amara, concluem que a
suplementacdo favoreceu o crescimento micelial e proporcionou boa colonizacio pelo fungo.

Nos meios B2 e D2 o crescimento micelial da linhagem POS
98/38 nao diferiu estatisticamente sendo construida uma unica curva de crescimento (Figura
1). Observou-se que o crescimento segue a seguinte ordem A2 > B2 > D2 > C2 > E2.
Resultados semelhante foram obtidos por Aguiar et al., (2011) que avaliando o crescimento

micelial de L. edodes em meios de cultura a base de diferentes residuos organicos, verificaram
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que os meios a base de cupuagu e de tucuma proporcionaram resultados semelhantes de
crescimento fingico.

Os meios A2, B2 e D2 proporcionaram para a linhagem POS
09/100 as maiores velocidades de crescimento micelial estatisticamente distintas e, as menores
velocidades de crescimento foram obtidos com os meios C2 > E2.

Para a linhagem 09/101 todos os meios de cultura testados
apresentaram diferencas estatisticas seguindo a ordem de D2>B2>A2>C2>E2. E por fim, para
a linhagem POS 09/102 os meios de cultura testados diferiram estatisticamente seguindo a

ordem de D2>B2>C2>A2>E2.
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4., CONCLUSAO

Os meios de cultura a base de palha de cana-de-agucar e capim
brizantha (com suplementagdo) proporcionaram as maiores velocidades de crescimento
micelial, independente da linhagem utilizada;

Os meios de cultura a base de substrato de palha de trigo
apresentaram as menores velocidades de crescimento, independente da suplementacido e

linhagem estudada.
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CAPITULO 3: CARACTERIZACAO QUIMICA E FISICA DO SUBSTRATO
DURANTE A COMPOSTAGEM NAS FASESIE II

1. INTRODUCAO

A producdo de cogumelos depende diretamente da qualidade do
substrato de cultivo ou “seletividade do substrato”, reduzindo-se os problemas com doengas,
aumentando o rendimento e otimizando o uso dos nutrientes do substrato pelo fungo cultivado
(Straatsma et al., 1989; Stozler; Grabbe, 1991; Leon; Lara, 2003).

Observagdes feitas a campo demostram que a maioria dos
produtores brasileiros estd adotando o substrato e/ou composto elaborados a partir de palhas e
capins misturados com bagago de cana-de-agucar mais farelos de cereais, com uso da
compostagem curta (Fase I) com posterior pasteurizagdo e condicionamento (Fase II) muitas
vezes adaptando-se protocolos de cultivo do cogumelo Agaricus bisporus. Estas observagdes
estdo de acordo com o relato de Dias (2010) que ressalta a importancia desta metodologia para
os produtores brasileiros.

Segundo Dias (2010) s@o varias as técnicas que possibilitam
cultivar o cogumelo P. ostreatus, mas no entanto, a comunidade cientifica brasileira tem
preferivelmente utilizado a esterilizagdo em autoclave com algumas variagdes de tempo e
temperatura, fato pode estar relacionado com a comodidade, visto que estes equipamentos sao

comuns na maioria dos laboratérios das Universidades facilitando sua aplicagao.
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Os cogumelos possuem enzimas hidroliticas da lignina, celulose
e hemicelulose (Gerrits et al., 1995) podendo fazer uso direto destes compostos. Entretanto,
deve-se fazer um paréntese para esclarecer que os cogumelos também podem utilizar como
fonte de carbono e nitrogénio compostos de facil oxida¢do, como agucares, mas, sob
condi¢des naturais ndo assépticas, se tais compostos estiverem presentes, ¢ a microbiota
mesofilica que prevalecerd no sistema e ndo permitird a colonizagdo do substrato pelo fungo
cultivado. A compostagem, pasteurizacdo e condicionamento, promovem a estabilizagdo
fisica, quimica e bioldgica do substrato tornando-o favoravel ao cultivo rastico de P. ostreatus.

O processo de compostagem estd dividido em trés fases: pré-
umidecimento, Fase I (fermentacdo aerobia) e Fase II (pasteurizagdo e condicionamento)
(Stamets; Chilton, 1983; Vedder, 1996; Muez-Ororbia; Pardo Nunez, 2001; Ledn; Lara, 2003).
No entanto, ambas as fases de compostagem sdo partes relacionadas do processo, mas, ao
mesmo tempo diferentes em sua natureza e fungdo sendo foco em varias pesquisas, na busca
de mais controle, reduzir as emissdes de odores e acelerar a compostagem (Laborde; Delmas,
1969; Smith; Spencer, 1976; Gerrits; Van Griensven, 1990; Straatsma et al., 1995; Straatsma
et al,, 2000). Alguns parametros como matéria seca, relagdo C/N, degradagdo (lignina,
celulose, hemicelulose e matéria organcia) e pH os quais podem ser ajustados no inicio da
Fase I, mas sofrerdo altera¢des durante o processo de compostagem (Fase I) e pasteurizagdo e
condicionamento (Fase II). Tais fatores sdo estudados e podem ser de dificil discricdo (Wood;
Fermor, 1985; Eira; Minhoni, 1997; Straatsma et al., 2000; Sharma et al., 2000).

Neste contexto, o presente estudo propds avaliar a dindmica que
ocorre durante o processo de compostagem, pasteurizagdo e condicionamento de substratos
elaborados para o cultivo de P. ostreatus, avaliando-se o processo de compostagem nas Fases I
e Il em relagdo aos parametros: lignina, hemicelulose, celulose, relacio C/N, umidade,

temperatura, fibra bruta, proteina bruta e perda de massa fresca.
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2. MATERIAL E METODOS

2. 1. Materiais

Os materiais utilizados para a formula¢do dos substratos foram:
bagaco de cana-de-agticar e palha de cana-de-agtcar (Saccharum officinarum, doado pela
Usina de agucar e alcool da Barra, Lengoéis Paulista, SP), palha de trigo (Triticum aestivum,
doado pela empresa produtora de cogumelos, Italbras, Elias Fausto, SP), capim braquidria
(Braquiaria decumbens), capim Brizantha (Braquiaria brizantha), capim Tobiatd (Panicum
sp.) (colhidos na Fazenda Lageado, Botucatu, SP) e farelo de trigo (adquirido em casa de
produtos agropecudrios). A umidade, os teores de carbono e nitrogénio e a relagdo C/N destes
materiais sdo apresentados na tabela 1.

A determinagdo dos teores de carbono e nitrogénio foi feita nos
laboratdrios do setor de Solos e Nutri¢do de Plantas da FCA/UNESP segundo a metodologia
de Brasil (2007). A umidade destes materiais foi determinada trés dias antes da montagem das
leiras de compostagem. Para tanto, 500g (5 sub-amostras homogeneizadas) de bagaco, palhas
e capins e 200g de farelo de trigo foram submetidos a determina¢do de massa fresca em
balanga analitica. Apos, as amostras foram colocadas em estufa a 105°C por 24 horas;
pesaram-se as massas secas e determinaram-se as umidades pela diferenga entre massa fresca e

S€ca.
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Tabela 1. Teores de umidade (%), nitrogénio (%), carbono (%) e relagio C/N dos materiais
utilizados nos substratos.

Materiais Umidade N® c® Reéefllci]ao
% - gkg ! -
Bagaco de cana-de-agtcar 34,85 3,6 517 144
Capim braquiaria 12,80 5,9 483 81
Capim brizantha 11,80 8,7 494 56
Capim tobiata 13,65 15,0 456 30
Palha de cana-de-actcar 11,85 6,5 511 78
Palha de trigo 11,15 6.0 506 84
Farelo de Trigo 11,00 20,7 509 18

(1) base seca.

2. 2. Formulacées e compostagem

As formulagdes dos substratos tiveram como base o ajuste da
relagdo C/N inicial destes para 60/1 e 90/1 (Tabela 2). O estabelecimento destas relagdes C/N
foi baseado nas relagdes C/N dos ingredientes formadores dos substratos e na adi¢do ou ndo de
suplementacdo nitrogenada na forma de farelo de trigo.

Tabela 2. Formulagdes (base seca) dos substratos utilizadas no cultivo de Pleurotus ostreatus.

S a2 s Capim Palha ------
ubstrato .
Bagago Braquiaria Brizantha Tobiatdi Cana  Trigo Farelo trigo
kg

Al 13,03 47,96 -- - - - 8,9
Bl 19,55 --- --- --- 48,48 --- 8,9
Cl1 39,09 --- 48,5 --- - - 8,9
D1 97,73 --- --- 43,18 --- - 8,9
El 13,03 --- --- --- --- 48,87 8,9
A2 13,03 47,96 - - - - -
B2 19,55 --- --- --- 48,48 - -
C2 65,15 --- 48,5 - - - —
D2 169,39 --- --- 43,18 - - -
E2 13,03 — — - — 48,87 —

(1) Substrato (materiais base seca): A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana +
bagaco de cana; C. capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E.
palha de trigo + bagago de cana.

(2) Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2).
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2. 3. Compostagem Fase I

A compostagem Fase I foi feita em barracdo aberto, com

cobertura em chapa galvanizada e piso de cimento. A montagem das leiras foi em camadas

sobrepostas de bagaco de cana mais palha ou capim e com ou sem farelo de trigo. O

umedecimento dos materiais, para cerca 75% de umidade média, foi feito durante a montagem

e reviradas das leiras. A primeira revirada deu-se dois dias ap6s a montagem das leiras e a

segunda revirada dois dias apds a primeira. Apds 2 dias, procedeu-se a terceira revirada e

acomodagdo dos substratos em caixas trelicadas (56,5 x 46,5 x 28,5 cm’, comprimento X

largura x altura), para pasteurizacdo e condicionamento (Tabela 3 e Figura 1).

Tabela 3. Procedimentos adotados na Fase I de compostagem.

Dias

Procedimento

01

Umedecimento dos materiais ¢ montagem das leiras;

03 1°revirada e adig¢do de agua;
05 2°revirada e adig¢do de agua;
07 3% e ultima revirada e adi¢do de dgua, seguida da acomodacdo dos compostos em
caixas trelicadas, para pasteurizagdo e condicionamento.
A B C
D I E F

Figura 1. Compostagem Fase I: A. montagem e umedecimento das leiras; B. registro da
temperatura; C, D. revirada da meda e liberagdo de vapor resultante de termogénese; E, F.
acomodacdo do substratos em caixas plasticas treli¢adas.
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2. 4. Compostagem Fase I1

Apds a acomodagdo dos substratos em caixas trelicadas, estas
foram dispostas, ao acaso, no interior de uma camara de ambiente controlado modelo Dalsem
Mushrooms Projects, para pasteuriza¢do e condicionamento (Figura 2). A pasteurizagdo deu-
se a 59,5°C por 8 horas e o condicionamento a 45,5 °C por 4 dias. Para o controle da
temperatura, colocaram-se trés sensores no centro da caixa contendo o substrato, média de trés

caixas. Para o controle das variaveis e registros da Fase II, utilizou-se software VEC-32.

D

Figura 2. Compostagem Fase II: A. disposi¢@o das caixas dentro da cdmara Dalsem; B. sensor
de temperatura no centro do composto; C. painel de controle da pasteurizagdo (59,5°C, 8
horas); D. painel de controle do condicionamento (46,5 °C, 4 dias).
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2. 5. Variaveis referentes ao substrato

Foi avaliado a dindmica da umidade, temperatura, perda de
massa fresca, teores de carbono e de nitrogénio, relagdo C/N, teores de celulose, hemicelulose,
lignina, fibra bruta e proteina burta dos substratos.

A umidade dos substratos foi determinada ao final das Fases I e
IT de compostagem e ao final do cultivo. Para cada tratamento e periodo de amostragem, foram
coletadas trés amostras compostas (5 sub-amostras) de aproximadamente 1 kg cada.
Homogeneizou-se cada amostra composta e uma porcao (550 g) das mesmas foi disposta em
bandeja plastica (35 x 40 cm) devidamente tarada e a seguir, determinou-se a massa fresca do
substrato em balanga (0,001 g precisdo). Apds, trés por¢des de 100g foram depositadas em
saco de papel devidamente tarado e levado para estufa a 105 °C, com ventilagdo forcada, até
peso constante. Em seguida, os sacos foram novamente pesados para a determinagdo da

umidade, conforme a equagdo:

U= Mfc - Msc
fc

x 100

onde:
U = Umidade do composto, %;
Mfc = Massa fresca do composto, g;

Msc = Massa seca do composto, g.

A perda de massa dos substrato, entre as Fases I e II de

compostagem, foi determinada através da equacdo:

PMfcFII=  MfcFI - MfcFII
MfcFI

x 100
onde:

PMfcFII = Perda de massa fresca do composto ao final Fase I1,%;
MfcFI = Massa fresca de composto final da Fase I, kg;
Mf1cFII = Massa fresca de composto ao final da Fase II, kg.
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A temperatura dos substratos na Fase I de compostagem foi
acompanhada através da coleta diaria e sempre no mesmo horario, com uso de um sensor
localizado no centro da leira.

Para avaliacdo da dindmica do carbono, nitrogénio e relagdo C/N
dos substratos, foram realizadas coletas ao final das Fases I e II de compostagem. Avaliou-se 2
amostras (4 sub-amostras) por substrato. Apds, estas foram secas em estufa a 105°C e enviadas
aos laboratorios do setor de Solos e Nutrigdo Mineral de Plantas, FCA/UNESP, para

determinacdo dos teores de C, N e relagdo C/N, de acordo com Brasil (2007).

2. 6. Celulose, Hemicelulose e Lignina durante a Fase I e 11

de compostagem

As analises bromatologicas dos substratos de cultivo foram

realizadas no Laboratorio de Bromatologia da FMVZ / UNESP, Botucatu, SP.

2. 7. Hemicelulose, celulose e lignina

A lignina foi determinada a partir do método de Van Soest
(1963) e Van soest & Wine (1968) (FDN e FDA) pelo método do acido sulfurico a 72%,
seguida por incineragdo do residuo obtido a 500 °C por 2 h.

A celulose sequencialmente, por diferenga de pesos, a partir do
residuo resultante da determinagdo da lignina e por ultimo a hemicelulose através da diferenca

dos valores de FDN e FDA.

2. 8. Proteina bruta e fibra bruta durante o processo de
compostagem

2. 8. 1. Proteina total

Foi utilizado o método de Kjeldahl que consiste em realizar a

digestdo da amostra em &4cido sulfirico com um catalisador, que resulta em conversdo do
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nitrogénio em amoénia com posterior destilacio da aménia em uma solucdo receptora e

finalmente a quantificagdo da amonia por titulacdo com uma solugdo padrao.

2. 8. 2. Fibra total

As analises de fibra total foram submetidas a metodologia da

digestdo acida (H2SOs4, 1,25%) e basica (NaOH, 1,25%), durante 30 minutos em cada digestao.

2. 9. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi ao acaso, em esquema fatorial
5 x 2 x 4 (substrato x relagdo C/N x Fases I e II de compostagem), com quinze repetigdes. Os
dados foram submetidos a analise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (5%). Para tanto, utilizou-se o programa SISVAR 4.2 desenvolvimento pelo
Departamento de Ciéncias Exatas, da Universidade Federal de Lavras, MG (UFLA).
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3. 1. Umidade do composto

A umidade do substrato é um dos fatores importante que
contribuem para uma condi¢do de degradacdo aerdbia fornecendo oxigénio em niveis
suficiente para o crescimento das comunidades mesofilas e termofilas nativa dos materiais
formadores do substrato tendo como resultante um substrato estabilizado quimicamente e
biologicamente (Wood, 1984). A umidade média dos substratos durante a compostagem
situou-se em 78,2 %, com varia¢des entre 73,1 a 81,3% (Figura 3). Ao final da Fase I de
compostagem, a umidade média foi de 78,4 % e ao final da Fase II foi de 78%, valores
semelhantes aos observados na literatura (Rollan, 2003; Oei, 2003). Estes autores recomendam
umidade do substrato ao final da Fase II entre 70 a 80% e ressaltam ainda que, o grau de
umedecimento da pilha varia de acordo com o tipo de material utilizado. Sendo assim,
materiais que absorvem agua rapidamente seja por motivos quimicos, fisicos ou estruturais
(exemplo materiais fragmentados) requerem muita atengdo no momento da irriga¢do, pois o
excesso de agua na pilha dificulta a degradagdo aerdbia favordvel em comparagdo a
degradacdo anaerobia principalmente em funcdo da degradagdo rapida, além de que o excesso
de 4gua na pilha provoca o escorrimento e consequentemente o arraste de nutrientes.

Kopytowski Filho (2006) cita que para o cultivo de Agaricus
blazei a Fase de pré-umedecimento dos materiais volumosos com uma mistura homogénea dos

ingredientes ¢ fator importante para uma umidade adequada ao final da Fase I de
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compostagem. Este autor comenta ainda que, dependendo dos materiais utilizados, faz-se

necessario o desenvolvimento de um sistema adequado de mistura e umedecimento.

Al EB] EC] ED] ®EI

100 g4 86 38 88 g6 86 87 g4 86 85 85 85
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Figura 3. Dindmica da umidade dos substratos ao final da Fase I, II e final de cultivo.
substrato: A. capim braquiaria + bagaco de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C. capim
brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo + bagago de
cana. Suplementagdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo
de trigo (A2, B2, C2, D2, E2).
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Os susbstratos C, D e E, independentemente da suplementagio,
apresentaram maior acumulo de 4gua ao final das Fases I e II de compostagem. Este fato pode
ser resultante ndo so6 do tipo de material utilizado como também da propor¢do dos mesmos.
Desta forma, esses substratos tiveram maior quantidade de bagagco em suas formulag¢des fato
que pode explicar a umidade mais elevada ao final da Fase I e II de compostagem. O bagago
de cana mais fragmentado e com umidade inicial de 34,85% pode ter contribuido para o
acumulo de dgua por estes substratos.

J& os substratos A e B tiveram as menores umidades
independente da Fase de compostagem exceto o substrato B2 no final da Fase II. Por outro
lado, o substrato A com a menor umidade em ambas as Fases teve em sua formulagdo a
mesma quantidade de bagaco do substrato E que teve a maior umidade. Isto pode estar
relacionado com a formacdo estrutural da braquidria, onde a palha de trigo (E) foi capaz de
absorver agua mais rapido que a braquiaria (A) durante o periodo de compostagem.

Os substratos mais pobres em nitrogénio, ou seja, sem adicdo de
farelo de trigo, com C/N de 90/1 apresentaram umidade média ligeiramente maior em relagéo
aos substratos com adi¢do de farelo de trigo, com C/N 60:1. Este fato pode se resultante da
degradac¢do menor consequentemente menor perda de agua na forma de vapor d’agua.

Ao final do cultivo, a umidade média dos substratos foi de 83%,
maior em relacdo a umidade média ao final da Fase II de compostagem (78%). Este fato pode
ser explicado pela translocag@o de agua resultante do metabolismo fiingico e ao acimulo desta
no substrato contabilizado a perda de matéria seca extraida pelo fungo para a formacdo dos

basidiomas.

3. 2. Temperatura do substrato

Na compostagem, a temperatura do substrato aumenta apos o
estabelecimento das condigdes de compostagem como umidade e/ou algum aditivo que seja de
facil assimilacdo pelos microrganismos, sendo estd elevagdo da temperatura resultado da
atividade microbiana nativa dos materiais utilizados na formulagdo do substrato. No presente

experimento acompanhou-se a dinamica da temperatura dos substratos somente durante a Fase
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I de compostagem (Figura 4). Na Fase I, pasteurizagdo e condicionamento, a temperatura dos

substratos permaneceu controlada em 59,5°C e 46,5°C, respectivamente.

Temperatura, °C
— D W A N N I
oS O S O O O O O

Temperatura, °C
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Figura 4. Temperatura das leiras durante Fase I de compostagem; substrato: A. capim
braquiaria + bagaco de cana; B. palha de cana + bagago de cana; C. capim brizantha + bagaco

de cana;

D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo + bagaco de cana.

Suplementagdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, E1); 2. sem farelo de trigo
(A2, B2, C2, D2, E2).

A medida e o acompanhamento da dindmica da temperatura do

substrato permite inferir sobre o grau de desenvolvimento da compostagem, o qual varia com a
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riqueza (nitrogénio, acucares soliveis e outros) dos materiais utilizados na elabora¢do da
mesma (Eira; Minhoni, 1997). Quanto mais rico o substrato, menor o tempo requerido para a
compostagem. A temperatura pode chegar a 70 °C, dependendo do material utilizado e
manejo adotado (reviradas e umedecimento) (Van Griensven, 1988).

A temperatura dos substratos durante a Fase I de compostagem
variou em fun¢do do tempo e também em fun¢do da suplementag@o nitrogenada. Os substratos
mais ricos, ou seja, de C/N de 60:1 em fun¢@o da presenca de farelo de trigo, apresentaram
temperaturas maiores, de 21,5 a 70,6 °C, com média de 46,8 °C. Ja os substratos mais pobres,
ou seja, C/N de 90/1 apresentaram temperaturas menores, de 19,2 a 57,5 °C, com média
inferior de 30,4 °C possivelmente pelo fornecimento de nitrogénio e carbono insolivel
favorecendo a degradagdo aerdbia e consequente aumento da temperatura.

Os substratos mais ricos apresentaram temperatura média maior,
30,6 °C, ja no primeiro dia, imediatamente apds a formacdo da leira. Por outro lado, para os
substratos mais pobres, a temperatura média inicial foi de apenas 23,4 °C. Esta condi¢do de
temperatura inicial mais elevada nos substratos mais ricos certamente favoreceu o
metabolismo microbiano nestes substratos. Segundo Miler et al. (1989), temperaturas mais
elevadas estdo relacionadas com taxas maiores de atividade microbiana. Estes
microorganismos exercem um efeito benéfico sobre a nutricdo do fungo cultivado. Este fato
foi constatado visualmente nos substratos mais ricos (relagdo C/N de 60/1), os quais
apresentaram coloragdo branca ao final da Fase II de compostagem, o que indica a presencga de
actinobactérias. Segundo Fermor et al. (1979), a preseng¢a bactérias e actinobactérias
termofilas, no substrato estimula o crescimento miceliano do fungo cultivado, pela produgao
de aminoécidos, vitaminas e polissacarideos. Associe-se a isso também, o fato de que essa

biomassa também ¢ uma fonte de nitrogénio e outros nutrientes para o cogumelo.

3. 3. Perda massa do substrato durante a compostagem

A perda de matéria fresca do substrato ¢ consequente,
principalmente da atividade microbiana presente no substrato (Van Griensven, 1988). As
perdas podem chegar a 35%, e ocorrendo o aumento relativo no teor de N-total em até 1%

(base seca) do valor inicial dependendo da composi¢do do substrato onde que com o aumento
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do nitrogénio, resultando substratos mais ricos com relagdo C/N em torno de 25:1 pode
acelerar a compostagem promovendo maiores perdas da matéria fresca (Oei, 2003; Urben,
2004).

A perda média de massa fresca, durante a Fase II de
compostagem foi 36% sendo maior para os substratos suplementados com farelo de trigo em
relacdo aos substratos ndo suplementados especialmente nos substratos Al, Bl e El,
(braquiaria, palha de cana-de-agucar e palha de trigo, respectivamente) com 20,5%, 17,2% e
17,2% de perda de massa fresca entre o final da Fase I e final da Fase II de compostagem,
respectivamente (Tabela 4). Ademais, estes substratos mais ricos apresentaram temperatura
mais elevada e redugdo mais acentuada da relagdo C/N durante o processo de compostagem.
Isto foi reportado por Siqueira (2006), que trabalhando com A. blazei, verificou que
concentragdes menores de nitrogénio inicial no substrato reduzem a perda de matéria seca a
medida que se aumenta o teor de N, ocorrem maiores perdas de matéria seca do substrato com

consequente perda de matéria fresca.

Tabela 4. Perda de massa fresca (%) dos diferentes substratos, no periodo entre o final da Fase
I e IT de compostagem (média de dez repeti¢des).

Substrato 2 Perda massa, %
Al 20,5Aa®
Bl 17,2 AB a
Cl 13,5Ba
D1 142Ba
El 17,2 AB a

média 16,5
A2 10,0A Db
B2 11,5ADb
C2 9,7ADb
D2 10,0ADb
E2 11, 7Ab

média 10,6

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana.

(2) Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) Letras maitsculas comparam médias dentro da mesma relagdo C/N (Tukey, 5%); Letras
minusculas comparam médias dentro de um mesmo substrato, nas duas relagdes C/N (Tukey,
5%).
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3. 4. Relacdo C/N e indice pH do composto

A composi¢do quimica do substrato é o método tradicional de
estudar-se a qualidade do substrato de cultivo, com énfase no pH e relagdo C/N (Gerrits et al.,
1967; Femor et al., 1985). Para todos os tratamentos, a relacdo C/N diminuiu ao final de cada

Fase de compostagem, (Figura 5).
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Figura 5. Dindmica da relacdo C/N dos substratos, desde a montagem das leiras até o final da
Fase II de compostagem. Substrato: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana +
bagaco de cana; C. capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E.
palha de trigo + bagaco de cana. Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1
Cl1, D1, El); 2. sem farelo de trigo (A2, B2, C2, D2, E2).
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A porcentagem média de reducdo foi maior para os substratos
adicionados de farelo de trigo, ou seja, 27% e 32%, respectivamente ao final das Fases I e II.
Por outro lado, na auséncia do farelo de trigo, as redu¢des médias na relacdo C/N inicial foram
de 6,7% ao final de Fase I e 31% ao final da Fase II de compostagem. Este fato também era
esperado, pois quanto menor a relagdo C/N do material, mais rapido é o metabolismo
microbiano e, conseqiientemente, as perdas de C na forma de CO, sdo aumentadas (Eira;
Minhoni, 1997). Este comportamento tem relagdo direta com o grau de aquecimento dos
substratos. Substratos mais ricos apresentaram temperatura média maior (46,8 °C) em relagdo
aos substratos mais pobres (30,5 °C).

Observou-se também que, ao longo do processo de
compostagem, a amplitude da diferenga entre as relagdes C/N iniciais dos substratos, 30:1
aumentou para 40:1 no final da Fase I e diminui para 15:1, final da Fase II. Este aumento na
amplitude entre a Fase inicial e o final da Fase I é em fun¢do da redugdo maior nos substratos
suplementados. A adi¢do de farelo de trigo e a relagdo C/N inicial de 60:1 favoreceu a
degradacdo nestes substratos. Isto é evidenciado pelas maiores temperaturas durante a Fase I
de compostagem. Ja os substratos ndo suplementados apresentaram redug¢des mais
significativas durante a Fase Il de compostagem, onde os substratos entraram nesta fase com
relacdo C/N de 84:1 aliado a temperatura controlada de condicionamento (46,5 °C) sendo esta
maior que a temperatura durante a Fase I de compostagem para os substratos mais pobres.

Quanto ao pH dos substratos, este situou-se entre 6,3 a 8,0, com
média de 7,2. Estes indices sdo favoraveis a atividade microbiana, especialmente para
bactérias e actinobactérias, cuja atividade ¢ sempre desejada para o sucesso da compostagem e

consequente desenvolvimento e produgdo do fungo cultivado (Tabela 5).
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Tabela 5. Indice pH dos substratos ao final das Fases I e II de compostagem.

---- Compostagem -----

Substrato !+ Fase | Fase II
Al 7,3 6,7
B1 6,6 7,2
C1 8,0 6,6
DI 8,0 6,8
El 6,9 7,5
Média 7,4 6,9
A2 7,3 7,9
B2 6,9 7,7
C2 7,9 7,6
D2 7,7 6,3
E2 7,2 6,8
Média 7,4 7,3

(1) Substratos: A. capim braquiaria + bagaco de cana; B. palha de cana. + bagago de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana.

(2) Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

3. 5. Fibra total, Proteina total, Celulose, Hemicelulose e
Lignina

Na tabela 6, encontram-se os valores de F obtidos na analise de
variancia para as variaveis fibra total, proteina total, celulose, hemicelulose e lignina para os
substratos nos dois niveis de relagao C/N.

Tabela 6. Valores de F obtido na analise de variancia para as variaveis de fibra total, proteina
total, celulose, hemicelulose e lignina dos diferentes substratos nos dois niveis de relagdo C/N
ao final das Fases I e II de compostagem.

Fator de variagdo FT PT celulose hemicelulose lignina
Substrato (S) 10,18 * 15,45* 13,40* 13,33 * 13,95*
Relagdo C/N (R) 54,58 * 8591 * 43,19* 4,18™ 17,05 *
Fases (F) 1,75* 020" 147" 0,07™ 1,71 ™
SxRxF 2,16™ 085™ 237™ 3]14*% 0,60 ™

* significativo; ns: ndo significativo (Tukey, 5%).
FT = fibra total, PT = proteina total.
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3. 6. Fibra total e proteina total durante o processo de
compostagem

3. 6. 1. Fibra total

A fragdo fibra total dos materiais organicos é composta
principalmente de celulose, lignina e pequena quantidade de hemicelulose e substancias
pécticas (HILTON, et al., 1983).

O teor de fibra total foram maiores nos substratos C1 (38,49%) e
E1 (36,59%) no final da Fase I permanecendo na Fase II os mesmos substratos C1 (41,28%) e
E1 (39,37%) (Tabela 6). Segundo Andriguetto et al. (1981) a composi¢do desta fracdo pode
variar de acordo com a espécie e idade da planta. Para os substratos com relagdo C/N de 90:1
os substratos B2 (46,99%) e C2 (44,93%) na Fase I e os substratos C2 (45,30%) e E2
(46,07%) na Fase II apresentaram os maiores teores de fibra total.

O teor de fibra total dos substratos suplementados (C/N de 60:1)
aumentou entre o final da Fase I e o final da Fase II de compostagem. Observa-se também, que
a média geral da fibra total foi maior ao final da fase II de compostagem (Tabela 7). Este fato
pode ser explicado em fungdo do calculo da fibra total, onde é relativamente comparada com a
composic¢do total do material e, ao final da fase II de compostagem os componentes de facil
assimilacdo, como o farelo de trigo, foram assimilados pela comunidade microbiana ali
presente.

Para os substratos com relacdo C/N de 90:1 nota-se o efeito
oposto, onde o teor de fibra total diminui ligeiramente, porém o teor médio € superior quando

comparado com os substratos de relagdo C/N de 60:1.
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Tabela 7. Teor de fibra total (%) dos substratos ao final das fases I e II de compostagem.

Substrato Compostagem
Fase I Fase II
Al 32,67ABbb®  3766Aaa
Bl 34,03 ABb b 3930Aaa
Cl1 3849 Aab 4128 Aaa
DI 28,54Bb b 38,68 Aaa
El 36,59 Aab 3937 Aab
Média 34,06 39,27
A2 38,54 BCaa 39,46 ABaa
B2 46,99 A aa 39.07Bba
C2 4493 ABaa 4530 ABaa
D2 37,06 Caa 41,04 ABaa
E2 43771 ABCaa 46,07Aaa
Média 42,24 42,18

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana. + baga¢o de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo +
bagacgo de cana;

(2) Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) Médias seguidas por letras maitsculas iguais na coluna dentro da mesma relagdo C/N néo
diferem entre si (Tukey, 5%); letras mintisculas na mesma linha ndo diferem entre si (Fases I e
IT) (Tukey, 5%); letras em itdlico iguais na coluna no mesmo substrato comparam a relagédo
C/N (Tukey, 5%); CV = 6,02.

3. 6. 2. Proteina total

Ao contrario da fibra total a proteina total dos diferentes
substratos dentro de cada relagdo assim como entre as Fases de compostagem nao diferiram
estatisticamente (Tukey, 0,5%), apresentando um ligeiro aumento entre a Fase I e o Final da
Fase II independente da relagdo C/N (Tabela 8). Este fato pode estar correlacionado com o
aumento da populagdo nativa de microrganismos presente no substrato o qual transformou
parte dos componentes da fibra tais como lignina, hemicelulose em proteina fungica e através
da liberagdo de CO, para o ambiente fato constatado na diminui¢do da relacio C/N. Foram
observadas diferengas significativas entre alguns substratos com relagdo C/N de 60:1
independente da Fase.

Na comparagdo entre as diferentes relacdes C/N nota-se que os

valores médios de proteina total foram maiores para os substratos suplementados, fato
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explicado pela suplementacio com farelo de trigo (20% de nitrogénio) acelerando o
crescimento da comunidade microbiana ali presente, conseqiientemente a incorporagdo na

forma de nitrogénio organico (proteina fingica).

Tabela 8. Teor de proteina total (%) dos substratos ao final das fases I e II de compostagem.

Compostagem
1,2)
Substrato Fase I Fase II
Al 833Baa 8,03ABaa
Bl 590BCaa 799ABaa
Cl 999 ABaa 10,75Aaa
Dl 13,34 Aaa 9,69 Aaa
El 3,09Cba 495Baa
M¢édia 8,13 8,22
A2 3,14Aab 294Aab
B2 451 Aaa 482Aab
C2 452 Aab 570 Aab
D2 525Aab 458 Aab
E2 220Aaa 282Aaa
Média 3,92 4,17

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagag¢o de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana;

(2) Suplementagdo do Substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 CI1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) Médias seguidas por letras maitsculas iguais na coluna dentro da mesma relagdo C/N ndo
diferem entre si (Tukey, 5%); letras mintsculas na mesma linha ndo diferem entre si (Fases [ e
IT) (Tukey, 5%); letras em italico iguais na coluna no mesmo substrato comparam a relagédo
C/N (Tukey, 5%); CV =23,14.

3. 6. 3. Celulose

O crescimento da comunidade microbiana do substrato
inicialmente acontece a custa de carbono solivel e compostos nitrogenados e depois de
esgotados o crescimento da comunidade microbiana passa a utilizar produtos de degradagéo
de fragdes insoluveis tais como celulose, hemicelulose e Proteina (Wood, 1984). Normalmente
o teor de celulose sofre alteragdes a partir do surgimento das actinomicetes préximo ao fim do
periodo de altas temperaturas da meda de substrato e durante a Fase II totalmente controlada a

qual confere uma temperatura a comunidade mesoéfila (Bertoldi et al., 1983).
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Para a variavel celulose, os substratos suplementados com farelo
de trigo (relagdo C/N de 60:1), observou-se diferengas estatisticas para o tipo de material
utilizado no substrato, sendo os maiores valores encontrados no substratos a base de palha de
trigo independente da relacdo C/N e da Fase de compostagem (Tabela 9). Ja para os substratos
sem suplementagdo de farelo de trigo (relagdo C/N de 90:1) o teor de celulose ndo diferiu

estatisticamente para o tipo de material utilizado no substrato e entre as fases de compostagem.

Tabela 9. Teor de celulose (%) dos substratos com relagao C/N de 60:1 e 90:1 ao final das
Fases I e II de compostagem.

1.2 ---- Compostagem ----
Substrato Fase I Fase I1
Al 2441BCab® 2330Cab
Bl 3243Baa 2841 BCab
Cl 34,12 ABab 40,05 ABaa
D1 2927BCb b 33,30 ABCab
El 46,45 Aaa 41,59 Aaa
Média 31,33 33,33
A2 4244 Aaa 4131 Aaa
B2 33,71 Aaa 38,16 Aaa
C2 4402 Aaa 38,93 Aaa
D2 37,62 Aaa 4225Aaa
E2 4501 Aaa 48,46 Aaa
Média 40,56 41,82

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo +
bagacgo de cana;

(2) Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) Médias seguidas por letras maiusculas iguais na coluna dentro da mesma relagdo C/N nao
diferem entre si (Tukey, 5%); letras mintsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si
(Tukey, 5%); letras em italico iguais na coluna no mesmo substrato comparam a relagdo C/N
(Tukey, 5%); CV =11,61.

O teor de celulose apresentou diferenga estatistica quando
comparado nas duas relagdes C/N, sendo encontrados maiores valores nos substrato com
relagdo C/N de 90:1. Esta fato pode estar associado a suplementacdo do substrato, o que

favoreceu a comunidade microbiana presente no substrato.
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Entre as Fases de compostagem o teor médio de celulose

independente do substrato ndo ocorreu diferenga significativa (Tukey, 5%).

3. 6. 4. Hemicelulose

Os teores de hemicelulose para os substratos do grupo 1
(suplementados com relacdo C/N inicial de 60:1) apresentaram média de 23,36% durante a
Fase I, 24,64% ao final da Fase II e os substratos do grupo 2 (sem suplementagdo com relagao
C/N inicial de 90:1) apresentaram teores médios de 25,76% e 24,82 nas Fase I e II,
respectivamente (Tabela 10). Segundo Chahal et al. (1987) estes valores podem variar entre 20
a 30 % dependendo do tipo de material e/ou da mistura destes.

Para os substratos do grupo 1 (suplementados) foram observadas
diferencas significativas entre os substratos somente na Fase I ndo sendo detectadas diferencas
estatisticamente significativas entre as Fases I e II. O maior valor de hemicelulose na Fase I e
IT foi observado para o substrato a base de palha de trigo E2, 30,66% e 28,22,

respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10. Teor de Hemicelulose (%) dos substratos com relacdo C/N de 60 e 90:1 ao final
das Fases I e II de compostagem.

1.2 ---- Compostagem ----
Substrato " Fase ] Fase 11
Al 2377ABab® 2421 Aaa
Bl 26,26 Aaa 2532 Aaa
Cl1 20,87 ABab 2254 Aaa
D1 1992Bab 23,84 Aaa
El 26,01 Aab 2730A aa
Média 23,36 24,64
A2 29,52 Aaa 24,88 ABba
B2 21,55BCbh 2727 Aaa
C2 26,58 ABaa 23,32 ABaa
D2 20,51 Cac 2043 Baa
E2 30,66 Aaa 2822 Aaa
Média 25,76 24,82

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagag¢o de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana;

(2) Suplementagdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, E1); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) Médias seguidas por letras maitsculas iguais na coluna dentro da mesma relagdo C/N ndo
diferem entre si (Tukey, 5%); letras mintsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si
(Tukey, 5%); letras em italico iguais na coluna no mesmo substrato comparam a relagdo C/N
(Tukey, 5%); CV = 8,08.

3. 6. 5. Lignina

Para a wvariavel lignina observou-se diferencas estatisticas
significativas entre os substratos (tipo de material) tanto para o grupo 1 (suplementados com
relacdo C/N de 60:1) como para o grupo 2 (sem suplementagdo, com relacdo C/N inicial de
90:1) isso pode estar relacionado com o tipo de material, sendo explicado pela distingdo dos
materiais utilizados na elaborag@o dos substratos assim como idade das plantas.

Entre as Fases I ¢ II ndo foram observadas diferencas
significativas estatisticamente para nenhum dos grupos (1 e 2) somente entre as relagdes C/N
podendo haver correlagdo com a maior disponibilidade de nitrogé€nio nos substratos do grupo
1. Segundo Maziero (1990) muito nitrogénio disponivel seja pela adicdo de aditivos ou pela

riqueza do material reprime a degradag@o da Lignina durante a compostagem.
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O substrato com maior teor de lignina independentemente da
fase de compostagem foi a base de capim tobiatd para o grupo 1 (substratos suplementados).
Isto pode tem relagdo com a maior quantidade de bagaco de cana adicionado na formulagéo
para ajuste da relagdo C/N. Ao contrario ocorreu com o grupo 2 (substratos sem
suplementacdo) onde o substrato com maior teor de lignina ao final da Fase II de
compostagem foi o de capim brizantha o qual tinha menos bagaco de cana na formulagéo

(Tabela 11).

Tabela 11. Teor de lignina (%) dos substratos com relacdo C/N de 60 e 90:1 ao final das Fases
I e IT de compostagem.

(1,2) Compostagem
Substrato Fase I Fase II
Al 13,62BCaa® 11,42ABaa
Bl 10,64 Caa 11,70Baa
Cl1 18,52 ABaa 14,96 ABaa
D1 2092 Aaa 16,81 Aaa
El 8,54Caa 9,03Caa
Média 14,44 12,78
A2 898 Aab 7,88Bab
B2 954 Aaa 10,93 ABaa
C2 1329 A ab 14,66 Aaa
D2 1224 Aab 10,81 ABab
E2 1023 Aaa 9,38 ABaa
Média 10,85 10,73

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagag¢o de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana.

(2) Suplementagd@o do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, E1); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) Médias seguidas por letras maitsculas iguais na coluna dentro da mesma relagdo C/N néo
diferem entre si (Tukey, 5%); letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si
(Tukey, 5%); letras em italico iguais na coluna no mesmo substrato comparam a relagdo C/N
(Tukey, 5%); CV =17,71.
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4. CONCLUSOES

A suplementa¢do do substrato influenciou a temperatura do
substrato durante a Fase I (sem controle) elevando-a nos substratos com relagdo C/N de 60:1
(suplementados) permitindo maior velocidade de degradagdo dos compostos presentes nestes
substratos, demostrado pelo estreitamento da relagdo C/N;

A perda de massa fresca do substrato foi influenciada pela
suplementagdo com farelo de trigo e pela Fasa de compostagem;

O teor de preteina total foi maior nos substratos mais ricos com
relacdo C/N de 60:1 ao contrario foi observado para os teores de fibra total onde os substratos
mais ricos apresentaram menores teores;

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina ao final das Fase I
e II foram influenciados pela suplementagdo e pelo tipo de material utilizado na elaboracéo

dos substratos.
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CAPITULO 4: PRODUCAO E CARACTERISTICAS BROMATOLOGICAS DE
LINHAGENS DE Pleurotus ostreatus CULTIVADAS EM DIFERENTES SUBSTRATOS
COM OU SEM SUPLEMENTACAO

1. INTRODUCAO

O cogumelo Pleurotus spp. tem um historico de cultivo
industrial recente no ocidente, pois foi somente no inicio do século passado que alemaes, a
procura de uma fonte opcional de proteina para o periodo de guerra, desenvolveram o seu
cultivo (LABORDE; DELMAS, 1971). Em moédulo industrial, o cultivo de P. ostreatus teve
inicio na Alemanha no final da segunda guerra mundial (JOB, 2004). Deste entdo o consumo
na cultura ocidental vem aumentando. Um grande crescimento pode ser atestado pelos
seguintes numeros: em 1995, a produg¢do anual mundial foi de 2,0 milhdes de toneladas e, em
2005, aumentou para 3,3 milhdes de toneladas, ou seja, mais de 60% em 10 anos (CHANG;
MILES, 2004).

O cogumelo Pleurotus possui varios nomes populares, como por
exemplo no Japao quando colhido jovem chama-se “Shimeji” e “Hiratake” quando colhido
com pileo maior ja num estado de matura¢do avangado. Em inglés o nome deste cogumelo ¢
“Oyster Mushroom” derivando-se do nome grego Pleurotus que significada ostra e com

formacao lateral ao estipete.
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Com o evidenciado potencial de degradagdo de residuos
lignocelulodsicos e producdo de basidiomas de alto valor nutritivo, Fermor ¢ Wood (1991)
sugerem o incentivo do cultivo destes fungos em paises do chamado Terceiro Mundo, como
forma de amenizar a deficiéncia protéica existente nestas regioes.

No Brasil, o género Pleurotus foi introduzido por volta de 1980,
sendo utilizado o substrato bagago de cana-de-agucar, devido a abundancia como residuo da
produgdo de agucar e alcool combustivel (MAZIERO et al., 1992). Cenario diferente nos dias
atuais com a concorréncia do uso deste residuo para a geracdo de energia térmica pelas usinas
e promovendo a falta deste material boa parte do ano sendo direcionado pesquisas para novos
materiais que viabilize a utilizacdo no cultivo de cogumelos. O cogumelo Pleurotus esta
conquistando espago no mercado nacional por seu atrativo gastronomico (sabor) e também,
devido a sua rusticidade e eficiéncia bioldgica elevada, adaptando-se bem a condicao brasileira
de clima tropical (COLAUTO et al., 1998).

A composi¢do do substrato de cultivo tem importancia decisiva
no desenvolvimento e nas caracteristicas nutricionais dos cogumelos (RAGUNATHAN;
SWAMINATHAN, 2003). A suplementa¢do dos substratos para o cultivo de cogumelos ¢
pratica usual adotada pela maioria dos produtores. Normalmente s@o acrescentados ao material
lignoceluldsico uma fonte de nitrogénio, podendo ser organica ou mineral com a finalidade de
aumentar o conteudo de nitrogénio total do substrato de cultivo.

A principal medida do rendimento de cogumelos ¢ realizada
através do calculo de eficiéncia bioldgica, mas outros paramétros como produtividade e massa
média de cogumelos sdo utilizados. Essas medidas de rendimento de cogumelos sao
influenciadas por fatores como porcentagem de inoculo (STAMETS, 1993), estadio de
maturacdo dos cogumelos (RAJARATHNAM, 1998), onde cogumelos podem oferecer ao
produtor maior rendimento e/ou eficiéncia bioldgica, porém os frutos terdo uma vida util
reduzida em comparagdo ao cogumelo colhido jovem, diminuindo seu tempo de
comercializag@o, além da composicdo quimica dos substrato de cultivo, método de preparo do
substrato, sendo que substratos pasteurizados e condicionados possuem microrganismos que
sdo benéficos ao desenvolvimento do fungo entre outros.

A grande demanda e a qualidade dos alimentos tém sido motivos

de varias pesquisas, nas mais diversas areas. Uma delas tem sido o desenvolvimento de
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técnicas para o cultivo de cogumelos, na area agroindustrial, que visa a redugdo dos custos de
produgdo, preco ao consumidor € aumento do consumo mundial.

Os cogumelos comestiveis possuem valor nutritivo elevado
quando comparado com vegetais, o cogumelo tem teor protéico maior que a maioria das frutas
e legumes (BONONI; TRUFEM, 1986; EIRA; MINHONI, 1997; COUVOSIEIR, 1999;
BERNAS et al.,, 2006). Segundo Furlani e Godoy (2007), pouco se sabe a respeito da
qualidade dos cogumelos comestiveis cultivados no Brasil, especialmente com respeito ao
valor nutricional. Mesmo na literatura internacional, os dados encontrados sdo escassos €
referem-se a cogumelos cultivados em condi¢des distintas das encontradas no Brasil.

No presente capitulo foram estudados e avaliados os fatores de
producdo como produtividade, eficiéncia bioldgica, numero de cachos e massa média dos
cachos assim como o teor de proteina bruta, fibra bruta e extrato etéreo dos cogumelos

cultivados nos diferentes tipos de substratos em duas relagdes C/N.
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2. MATERIAL E METODOS

2. 1. Isolamento e matriz primaria

A técnica utilizada para o isolamento e¢ obtengdo de matriz
primaria das linhagens comerciais foi baseada na coleta de um basidioma sadio de P. ostreatus
nos locais de cultivo e, em ambiente asséptico, em camara de fluxo laminar, o mesmo foi
partido com as maos e, com o auxilio de uma pinga de corte, foram transferidos fragmentos de
3 a 5 mm do pseudotecido interno para placas de Petri contendo 20 ml de meio de cultura CA.
O meio de cultura CA foi feito a base de extrato de uma mistura de bagago de cana-de-agucar
(30%) mais capim braquiaria (30%) mais capim brizantha (30%) mais farelo de trigo (10%).
Para tanto, 40 g (base seca) da mistura foi fervida, por 10 minutos, em 500 ml de agua
destilada. O extrato foi filtrado, em peneira de malha de 60 mesh, e completou-se o volume do
mesmo para 500 ml, com adi¢do de agua destilada. A seguir, colocou-se em frascos de Duran
e autoclavou-se a 121 °C por 30 min. Apds 24 horas, adicionaram-se 7,5 g de agar e
autoclavou-se novamente realizando-se assim, o processo de tindalizagdo. Apds resfriamento e
no interior de uma camara de fluxo laminar, verteram-se 20 ml de meio em placas de Petri
esterilizadas.

Ressalta-se que os fragmentos foram cortados em local distante
das lamelas, para se evitar a transferéncia de esporos para o meio de cultura e,

consequentemente, riscos de recombinacdo genética e de alteragdes morfofisioldgicas das
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linhagens. A colonizagdo do meio de cultura ocorreu em temperatura de 25 °C + 1 °C, em
BOD durante 10 dias e no escuro.

A certificagdo e viabilidade das matrizes obtidas, bem como da
linhagem do banco de germoplasma do Mddulo, foram conferidas através de um pré-cultivo
das mesmas, em substrato pasteurizado, a base de bagaco de cana-de-agucar (45%), palha de

cana-de-acucar (45%) e farelo de trigo (10%) (base seca dos ingredientes).
2. 2. Matriz secundaria

Ap6s dez dias de incubacdo da matriz primaria, foram cortados
discos da borda da colonia da mesma com o auxilio de um vazador de rolha (5 mm de
diametro). A seguir, estes discos foram transferidos, com auxilio de uma al¢a em L, para
placas de Petri contendo o mesmo meio de cultura, o CA. Os procedimentos para o preparo do
meio de cultura, inoculagdo e incubagdo foram os mesmos utilizados no preparo da matriz

primaria.
2. 3. Matriz terciaria

O substrato para a produg¢do de matriz terciaria foi a base de
graos de sorgo (Sorghum bicolor), ortundos da Fazenda Experimental Lageado, FCA/UNESP,
Botucatu, SP. Inicialmente, os grios, ainda na embalagem comercial, sacos de rafia, foram
imersos em recipiente, com agua sob fervura, através da inje¢do de vapor de caldeira na base
do recipiente durante 40 minutos. Ap0s, os sacos foram retirados do recipiente com o auxilio
de uma empilhadeira e deixou-se escoar o excesso de agua dos grdos. Em seguida,
adicionaram-se 23 g kg™ de calcario calcitico ¢ 250 g kg™' de gesso ndo hidratado, em relagio

ao peso seco dos graos, e misturou-se em betoneira (Figura 1).
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A B
C D
E F

Figura 1. Procedimentos para producdo de matriz tercidria: A. cozimento dos graos em tanque
d’agua, com inje¢do de vapor; B. mistura de grdos + gesso + calcario, em betoneira; C.
Frascos com substrato, em autoclave; D. corte da matriz secundaria em pedacos tipo “pizza”;
E. disposicdo do fragmento de matriz secundaria no fundo do frasco; F. grios esterilizados
(esquerda) e colonizados (matriz tercidria) (direita).

Apoés a homogeneizacdo, 250 g do material foram

acondicionados em frascos de vidro transparente (tipo de conserva, 800 ml); cerca de 2/3 do
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volume do frasco. Para o fechamento da tampa metalica rosqueavel, utilizou-se um disco de
manta do tipo Tyvek®, para se evitar contaminag@o apos esterilizacdo dos mesmos.

A esterilizagdo dos frascos contendo os graos foi realizada em
autoclave industrial vertical de 2000 litros, a 121 £ 1°C por um periodo de 4 horas, com
posterior resfriamento natural até 25°C. O calor umido do processo foi fornecido através de
caldeira a gas GLP.

Inoculou-se os frascos com um fragmento de matriz secundaria.
Para tanto, dividiu-se as placas de Petri com matriz secundaria em oito pedacos tipo “pizza”.
Um pedago foi depositado no fundo de um frasco vazio esterilizado, com o micélio voltado
para cima e, em seguida, verteu-se o conteido de um frasco com graos (250 g de graos
esterilizados). Este ultimo, agora vazio recebeu inoculo na base e foi adicionado de graos de
um outro frasco, também esterilizados. Este procedimento foi repetido até a conclusdo da
inoculagdo de todos os frascos. Incubou-se em estufa tipo BOD a 25 °C + 1 °C, no escuro, por

12 dias para completa colonizagdo dos graos.

2. 4. Ino6culo

Nesta fase, a mistura grdos + calcario + gesso (item 2. 3.,
Capitulo 4) foi disposta em sacos, preparados a partir de mangas de PEAD transparente
(Polietileno de Alta Densidade), contendo um segmento de manta Tyvek® (10 x 5cm”) num
dos cantos de sua abertura (Figura 2). O Tyvec® ¢ uma manta ndo tecido, constituida por
filamentos continuos de polietileno de alta densidade, ordenados randomicamente. A manta
utilizada possui gramatura de 55 g m™ e espessura de 163 .

Os procedimentos para o preparo dos sacos e colocagdo da
manta foram: dobrou-se o segmento de Tyvek® ao meio, no sentido de seu comprimento;
selou-se um canto do mesmo; inseriu-se papel vegetal entre as ldminas do Tyvek®; inseriu-se
o Tyvek num dos cantos de uma das aberturas da manga plastica (24 x 40 cm? largura x
altura), alinhando muito bem as bordas do Tyvek® com a da manga pléstica; selou-se toda a
borda do conjunto com seladora a quente; retirou-se o papel vegetal e finalmente, selou-se o

canto da manga (em diagonal) para fechamento da abertura ainda restante no segmento de
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Tyvec® (apéndice - A). A seguir, cada saco, assim preparado, recebeu 1 kg da mistura, o que
ocupou 2/3 do volume do mesmo.

A esterilizagdo foi feita de acordo com o descrito no item 2. 3
(Capitulo 4). A inoculagdo foi realizada apos 24 horas, em sala asséptica, em camara de fluxo

laminar (Figura 2).

A B C
D E F
G H I
J K L

Figura 2. Produgdo de inoculo: A. grios corrigidos; B, C. empacotamento de grios em sacos de
PEAD; D. selamento do fundo dos sacos; E. saco pronto para ser esterilizado (121°C, 4 horas); F. corte
do canto superior da embalagem, oposto ao Tyvec®, com tesoura desinfestada; G,H. inoculagdo dos
sacos com matriz terciaria; I. dobra do corte; J. selagem do corte; K. homogeneizagao, protegendo-se o
filme Tyvec®; L. saco nio inoculado (2 esquerda) e saco inoculado totalmente colonizado (2 direita).
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Para tanto, fez-se um corte na borda do saco, em posi¢do oposta
ao do segmento Tyvec”, com auxilio de uma tesoura desinfestada em alcool 92° e flambada
em chama de lamparina com alcool 92°. A seguir, cada saco recebeu em média 15 g de graos
da matriz tercidria. Imediatamente apds, selou-se a abertura com seladora a quente. A seguir,
dobrando-se muito bem a borda superior do saco, para prote¢io do segmento de Tyvec®,

homogeneizou-se através de movimentos suaves.

2. 5. Formulacao dos substratos e compostagem Fases I e 11

Os substratos de cultivo foram formulados como segue no item
2. 2., assim como o processo de compostagem na Fase I e II nos itens 2. 3. ¢ 2. 4.,
respectivamente. Todos os itens encontram-se no capitulo 3.

2. 6. Inoculacio

A inoculacdo dos substratos foi realizada de forma manual, no

interior de uma camara climatizada Dalsem, com higienizagdo dos utensilios utilizados

(bandeja, tesoura e copo dosador de inoculo) com alcool 70% (Figura 3).
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[e] L]

Figura 3. Inoculacdo do substrato: A. substrato ao final da Fase II de compostagem, com
actinobactérias; B. inoculo, em bandeja limpa, e copo dosador; C. substrato inoculado; D, E.
ensacamento do substrato inoculado; F: saco com filtro de algodao.

A embalagem utilizada para disposi¢do do substrato inoculado
foi saco plastico de polietileno de baixa densidade, incolor, translucido, virgem, dimensdo de
30 x 50 cm” (base x altura) e ndo sanfonado.

Para a inoculagdo, uma porg¢do do substrato foi colocada em uma
caixa plastica (limpa e desinfestada com éalcool 70%).

A seguir, adicionou-se uma por¢ao de indculo, na dose de 40 g
kg "' de massa fresca do substrato, utilizando-se um copo pléstico limpo e desinfestado com
alcool 70%. Misturou-se manualmente e repetiu-se o procedimento até o esvaziamento da
caixa. Em seguida, dispds-se o substrato em sacos plasticos (35 x 50 cm?, largura x altura), de
modo também manual. Cada saco recebeu 3 kg de substrato inoculado.

A seguir, colocou-se um chumaco de algoddo na abertura dos

sacos e amarrou-se com barbante. A funcdo do algoddo foi permitir trocas gasosas entre o
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substrato e o ambiente, sem riscos de contaminagdes. Todos os sacos (ou blocos de cultivo)

receberam uma identificagdo numérica.
2. 7. Incubacio

A “corrida” do micélio ou colonizacdo dos substratos foram
realizada em Camara Climatizada Dalsem a 25 + 1 °C, UR de 87,5 + 2,5%, no escuro. Os
sacos foram dispostos no piso da camara, dando igualdade em relagdo as condigcdes
ambientais.

A temperatura do substrato e a umidade relativa do ar foram
controladas através de calor seco (serpentina com vapor circulante), calor umido (vapor de

caldeira) e nebulizagdo, monitorados pelo softwer VEC 32 da Dalsem Mushroom (Figura 4).

— Temperatura —~

do comnosto do ar Umidade relativa

A B

Figura 4. Incubagdo dos blocos de substrato (“spawn run” ou “corrida” do micélio): A.
disposicdo dos sacos no interior de uma Camara Dalsem; B. Painel de controle da temperatura
(do substrato e do ar) e umidade relativa do ar.

2. 8. Inducio e Frutificacio

Apos a colonizacdo dos substratos, fez-se uma compactacio
manual dos mesmos, apertando-se cada bloco firmemente com as maos e transferiram-se os
mesmos para uma estufa de producdo (Figura 6). Esta compactagdo tem a finalidade de causar

um choque no sistema, através da redugdo, por expulsdo, do nivel CO; no interior do bloco,
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além de danos fisicos no micélio. A estufa tem piso de concreto, cobertura com telhas de
ceramica e paredes de alvenaria (80 cm de altura). A porg¢do restante das paredes da frente e do
fundo da estufa foi fechada com pléstico branco leitoso (0,15 mm de espessura). A porgao
restante das laterais foi fechada com sombrite 85%. Uma cortina de plastico branco leitoso foi
instalada nas laterais da estufa (Figura 5). Os dados de temperatura do substrato e do ar, bem

como a umidade relativa foram registrados diariamente com uso de um termo higrometro.

o

Figura 5. Estufa de Producdo: A. vista externa; B. vista interna.

A disposicdo dos sacos na estufa foi ao acaso, em posicdo
invertida e sobre caixas treligadas também em posi¢ao invertida. Com esta conformagao, todos
0s sacos situaram-se num mesmo patamar, diminuindo-se assim, possiveis erros advindos de
diferencas nas varidveis ambientais.

Os choques térmicos para indugdo de “frutificacdo” ocorreram
de forma natural, ou seja, em fun¢do da temperatura ambiente que flutuou entre 15 a 29 °C, no
periodo do experimento (inverno-primavera). A umidade relativa foi mantida entre 70 a 90 %,
através de nebulizagdo localizada no teto da estufa (3 m de altura), além de irriga¢des diarias
no piso e nas paredes, com uso de uma mangueira de jardim.

Apos cada fluxo de producdo, os blocos foram novamente
compactados, ajustando-se muito bem a embalagem plastica ao substrato. Este procedimento,
além de reduzir os espacos vazios, tanto no substrato quanto na interface entre este e filme
plastico, aumenta a densidade do substrato. Esta condi¢do promove uma reestruturacio,

recuperacdo do crescimento vegetativo e maturacdo subseqiiente do micélio, o que culmina
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com uma nova producdo. Este procedimento foi repetido por trés vezes até o final do

experimento, momento em que ndo havia mais produgdo.

2. 9. Colheita

A colheita foi diaria e de modo manual, realizando-se uma leve
“tor¢d0” na base dos cachos, com os cogumelos ja em estadio parcialmente abertos (Figura 6).

Em seguida, os cachos foram dispostos em sacos plasticos identificados, pesados em balanga

de precisdo (0,001g) e submetidos a determinagdo de variaveis de producéo.

Figura 6. Cachos de basidiomas com pileos parcialmente abertos.

2. 10. Variaveis referentes a producio

2.10. 1. Numero de cachos

Realizou-se a contagem do numero de cachos de basidiomas de
cada repeti¢do (saco ou bloco) experimental ao longo do periodo de producdo. Ao final,
calculou-se a média do numero de cachos por saco de 3 kg de substrato.

2.10. 2. Massa fresca média dos cachos

Determinou-se diariamente a massa fresca dos cachos de

basidiomas produzidos em cada repeti¢do, em balancga eletronica (0,001g de precisao).
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A massa fresca média dos cachos foi determinada pela relacdo
da massa fresca total e o numero de cachos de basidiomas destes, conforme a seguinte
equacao:

Mftc
Mfmc =
N

onde:

Mfmc = Massa fresca média dos cachos, g;
Mftc = Massa fresca total de cachos, g;

N = Numero de cachos colhidos.

2.10. 3. Produtividade

Determinou-se a Produtividade ao final do ciclo de cultivo,
através da equagao.

P = Mfb x 100

fc

onde:

P = Produtividade, %;
Mfb = Massa fresca total de cachos de basidiomas, g;
Mfc = Massa fresca do composto ao final da Fase 11, g.

2. 10. 4. Eficiéncia Biolégica

Determinou-se a Eficiéncia Biologica ao final do ciclo de cultivo

através da equagao:

Mifb
Msc

EB = x 100

onde:

EB = Eficiéncia biologica, %;
Mfb = Massa fresca dos basidiomas, g;
Msc = Massa seca do composto ao final da Fase II, g.
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2. 11. Delineamento experimental

O experimento foi ao acaso, em fatorial 5 x 2 x 4 (substrato x
relacdo C/N x linhagem), com quinze repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%). Para tanto, utilizou-se o
programa SISVAR 4.2 desenvolvimento pelo Departamento de Ciéncias Exatas, da

Universidade Federal de Lavras, MG (UFLA).

2. 12. Variaveis referente a caracterizacio bromatologica dos

basidiomas

2.12. 1. Secagem e moagem dos basidiomas

Os basidiomas apds serem colhidos pesados e contados foram
levados para desidratadora de cogumelos onde permaneceram a uma temperatura de 65°C por
72 horas até sua completa secagem. Apds foram moidos em moinho do tipo martelo atingindo
a consisténcia de pé fino sendo depositados em vidros de 800 ml contendo aproximadamente
100g de cogumelo moido. A seguir, duas amostras de basidiomas secos, de cada tratamento,
foram enviadas ao laboratério de bromatologia da Faculdade de Medicina Veterindria e

Zootecnia, FMVZ/UNESP, Botucatu, SP.

2.12. 2. Proteina bruta

Para a determinagdo de proteina bruta, pesou-se 1 g de material
moido e seco em seguida transferindo para tubo para a digestdo (300 ml). Apds, adicionou-se
uma medida padronizada de mistura catalisadora (100g de sulfato de potassio + 10g de sulfato
de cobre) e 3 ml de acido sulfurico concentrado (P.A.) e, em seguida, procedeu-se digestdo em
bloco digestor com temperatura inicial de 250 °C. O aquecimento foi elevado gradativamente
até 400°C. Concluiu-se este procedimento quando as amostras adquiriram colora¢do verde.
Apds o resfriamento das amostras, estas foram transferidas para tubos de destilagdo. O

destilado foi recebido em acido bérico. Quando o destilado atingiu 50 ml, o aquecimento foi
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desligado, e destilado foi titulado com acido sulfurico (0,05 N), até a mudanga de cor do
mesmo. Os célculos efetuados para a determinag@o da proteina bruta foram:
% N =[(14 x 0,05 x 100)/100] x (Volume H,SO4 - Volume Branco)
% PB = %N x 6,25
Onde:
%N = porcentagem de nitrogénio.
14 = equivalente do nitrogénio.
0,05 = normalidade do acido sulfurico.
Volume H,SO4 = volume de acido consumido até o ponto de viragem.
Volume Branco = volume de acido consumido até o ponto de viragem do branco.

%PB = porcentagem de proteina bruta.

2.12. 3. Fibra bruta

Inicialmente pesou-se 2 gramas de amostra seca e a colocou em
copo de 600 ml, proprio para ser adaptado ao digestor. Em seguida, adicionou-se 100 ml de
H,S04 a 1,25%, fervente, e colocou-e no aparelho digestor. A fervura foi iniciada dentro de 1
minuto quando entdo foi prolongada por 30 minutos. Ao final da digestdo acida, procedeu-se a
filtracdo, fazendo-se lavagens sucessivas com agua destilada fervente sobre o residuo até a
neutraliza¢do do material. O material retido no linho foi quantitativamente transferido para o
copo de digestdo, usando-se para essa transferéncia 100 ml da solugdo de NaOH a 1,25%.
Fervente quando entdo se procedeu a digestdo basica, seguindo os mesmos principios da
digestdo acida.

Apos as hidrolises, o residuo (fibra e minerais) foi transportado,
quantitativamente, com auxilio de uma piceta com alcool, para o cadinho filtrante adaptado a
um kitassato e este a uma bomba de vacuo. Em seguida, levou-se o material com alcool (20
ml) e, posteriormente, com éter (10 ml), a fim de facilitar a secagem e eliminar compostos
provenientes das digestdes. Na sequéncia, fez-se a secagem do cadinho, da fibra bruta e dos
minerais. Finalmente, fez-se a calcinacdo em mufla a 500°C, durante 2 horas, quando toda a
fibra foi oxidada, restando somente minerais insoluveis. A diferenga de peso, antes e apds a

calcinagdo forneceu o peso da fibra bruta da amostra.
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2. 12. 4. Extrato etéreo

Para a determinacdo do teor de extrato etéreo, pesou-se
inicialmente 1g de amostra seca em um papel filtro e secou-se em estufa a 105 °C, durante 3
horas (secagem definitiva). Apos resfriamento em dessecador por 30 minutos, fez-se um
embrulho da amostra contida no papel, em forma de cartucho. Em seguida, colocou-se a
amostra no recipiente proprio do aparelho de extracdo. Ao Becker previamente limpo e de
peso conhecido, em balanga analitica, adicionou-se 40 ml de éter de petroleo e colocou-se sob
o condensador fixando-o ao anel rosca e em seguida, ligou-se a 4gua do condensador, o qual
ficou funcionando por 4 horas, com verificacdes ocasionais.

Apos completar a extragdo, removeu-se a amostra do recipiente
e colocou-se o tubo de vidro, coletor de éter, sob o condensador. Na seqiiéncia, repds-se o
becjer, levantando-se o aquecedor e destilando o éter no tubo coletor. Antes que o Becker
secasse, retirou-se o aquecedor e derramou-se o éter do tubo coletor num recipiente para éter
usado. Em seguida, completou-se a secagem do Becker na estufa a 105°C, por 30 minutos.
Finalmente esfriou-se num dessecador a temperatura ambiente ¢ pesou-se. A diferenga entre

este ultimo peso e o Becker vazio correspondeu ao peso do extrato etéreo.

2. 12. 5. Delineamento experimental

O experimento foi ao acaso, em fatorial 5 x 2 x 4 (substrato x
relagdo C/N x linhagem), com quinze repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%). Para tanto, utilizou-se o
programa SISVAR 4.2 desenvolvimento pelo Departamento de Ciéncias Exatas, da

Universidade Federal de Lavras, MG (UFLA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3. 1. Periodo de incubacgio

Observou-se que o periodo de incubacdo teve maior influencia
em relagdo a linhagem do que ao tipo de substrato (Tabela 1). Moda (2003) relata periodo de
incubacdo inferior ao obtido neste experimento, porém os recipiente de contengdo do substrato
foi menor com 700 g de bagago de cana lavado e autoclavado, condi¢des diferentes deste
experimento onde os recipientes de contencdo do substrato continha 3 Kg de substrato
pasteurizado e condicionado. O periodo de incubacdo pode sofrer influéncia do tamanho do
recipiente de contengdo do substrato, porcentagem de inoculo utilizado, tipo de substrato,
material genético utilizado, umidade do substrato, densidade do substrato de cultivo entre

outros fatores (STAMETS, 1993; RAJARATHNAM, 1998.
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Tabela 1. Periodo de incubagdo das linhagens de Pleurotus ostreatus nos diferentes substratos
e relagdes C/N.

Linhagens de P. ostreatus

Substratos 1+ ?
POS 09/100 POS 09/101 POS 09/102 POS 98/38
Incubagio, dias

Al 36 24 29 29

Bl 27 24 27 24

Cl 36 24 23 29

DI 36 36 36 36

El 36 23 23 23
Média 342 Aa® 262 Ab 27,6 A ab 28,2 A ab

A2 36 23 36 23

B2 36 23 29 23

C2 36 23 27 24

D2 36 23 27 36

E2 36 29 24 23
Média 36 Aa 242 Ab 28,6 A ab 258 Ab

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana;

(2) Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) Letras minusculas na mesma linha; letras maiusculas na mesma coluna ndo diferem entri si
(Tukey, 5%).

3. 2. Produtividade

A produtividade depende ndo s6 da qualidade do substrato e do
ambiente cultivo mas também de outros fatores como por exemplo a maturacdo do cogumelo
na época de colheita, sendo que cogumelos colhidos jovens, ainda na fase de botdo reduz a
produtividade devido a diminui¢do do tamanho e massa do basidioma. A colheita de
cogumelos maduros pode oferecer ao produtor maxima produtividade, porém os basidiomas
terdo uma vida util reduzida em comparagdo ao cogumelo jovem, diminuindo seu tempo de
comercializag@o além da aceitag@o pelo consumidor (RAJARATHNAM, 1998).

Os substratos com relacdo C/N de 60:1 apresentaram maiores
produtividades. A média de produtividade independente do tipo de substrato foi maior para as
linhagens POS 09/101, POS 09/102 com 23,86, 22,68%, respectivamente. Zanetti ¢ Ranal

(1997) relatam que em alguns experimentos houve estimulo no crescimento e outros
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mostraram que houve inibi¢do quando a suplementacdo ¢ realizada com materiais ricos em
nitrogénio.

A produtividade média intermediaria independente do tipo de
substrato foi obtido com a linhagem POS 09/100 com 15,48% e a menor média de
produtividade foi com a linhagem POS 98/38 (Tabela 2).

As maiores produtividades para os substratos com relagdo C/N
de 60:1 foram observadas para o substrato C (Capim brizantha) independentemente da
linhagem. A linhagem POS 09/101 com 33,5 % foi a maior produtividade. O fato do substrato
C apresentar maior produtividade pode ser explicado pela qualidade nutricional elevada deste
como maior temperatura durante a Fase I de compostagem (Figura 4, Capitulo 3), menor
relacdo C/N (Figura 5, Capitulo 3), maior teor de proteina (Tabela 8, Capitulo 3), fibra bruta
(Tabela 7, Capitulo 3), além do potencial genético produtivo da linhagem POS 09/101.

Ao contrario dos substratos com relacio C/N de 60:1, os
melhores resultados de produtividade para os substratos na relagdo C/N de 90:1 foram para os
substratos C, D e B. A maior média de produtividade independente do tipo de substrato foram
para as linhagens POS 09/101 e POS 09/102 com 17,5 e 16,10%, respectivamente, mostrando-
se menores em relacdo aos substratos suplementados. A produtividade intermedidria foi obtida
com a linhagem POS 09/100 com 13% e a menor média de produtividade foi para a linhagem
POS 98/38 com 2%. Desta forma fica evidenciado também que o material genético exerce
influéncia sobre a produtividade de P. ostreatus para as condigdes experimentais deste estudo.

Nos substratos com relagdo C/N de 90:1 a maior produtividade
foi observada para os substratos B e C (palha de cana e capim brizantha, respectivamente) com
a linhagem POS 09/101 com 21,05% ao contrario dos substratos de relagdo C/N de 60:1 onde
o substrato C (capim brizantha) mostrou-se o mais produtivo independente da linhagem
utilizada. As maiores produtividades tanto para os substratos com relagdo C/N de 60:1 e 90:1
foram obtidas com a linhagem POS 09/101, isso mostra o potencial produtivo desta linhagem

independente do tipo de substrato e relagdo C/N.



Tabela 2. Produtividade %,
suplementados (C/N 60:1) e ndo suplementados (C/N 90:1).

1.2 Linhagens
Substrato 09/100 09/101 09/102 98/38
Al 1,7Cbb® 243Baa 243ABaa 33ABba
Bl 169 ABba 20,1 Baba 235ABaa 2,5ABca
Cl 2277Aba 335Aaa 285Aaba 89Aca
DI 21,7Aaa 233Baa 179Baa 51ABaa
El 144Baa 18,1Baa 192Baa 09Bba
Média 15,5 23,9 22,7 4,1
A2 147 Aaa 199 ABaa 189Aab 24Aba
B2 157 Aaa 215Aaa 16,lABab 29Aba
C2 16,1 Aab 20,1 Aab 160 ABab 22Abb
D2 109 ABbb 13,7BCabb 173ABaa 13Aca
E2 76Bab 123Cab 122Bab 12Aba
Média 13,0 17,5 16,1 2,0

100

das linhagens de Pleurotus ostreatus mnos substratos

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagag¢o de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo +
bagacgo de cana.

(2) Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2).

(3) letras maiusculas iguais na mesma coluna dentro da mesma relagdo C/N nao diferem entre
si ao nivel de 5% (Tukey); letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao
nivel de 5% (Tukey); letras em italico iguais no mesmo substrato nas relacdes C/N diferentes
ndo diferem entre ao nivel de 5% (Tukey); CV geral =45, 07.

3. 3. Eficiéncia biologica

Na avaliagdo da eficiéncia bioldgica encontra-se os mesmo
problemas da produtividade quando diz-se de comparagdes entre experimentos em diferentes
condigdes. A eficiéncia bioldgica é o indice mais utilizada para descrever o rendimento de
cogumelos em experimentos, assim como na produtividade a eficiéncia bioldgica pode ser
influenciada pela maturagdo do cogumelo, época de colheita e também pela umidade do
substrato. Segundo Stamets (1993) a porcentagem de indculo pode influenciar de forma
significativa a eficiéncia bioldgica levando em consideracdo a viabilidade econdmica deste
fator. Os cogumelos neste experimento foram colhidos ainda jovem no padrdo comercial
usualmente adotado pela maioria dos produtores brasileiros, com didmetro do pileo entre 1,5

cma2,5cm.
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Observa-se que para os substratos com relagdo C/N de 60:1
(suplementados), os substratos D1 e C1 apresentaram eficiéncia biologica de até 145% (Tabela
3). Ao contrario dos substratos com relagdo C/N de 60:1 os melhores resultados de eficiéncia
bioldgica para os substratos com relacdo C/N de 90:1 foram obtidos com o composto B (palha
de cana-de-agticar) independente da linhagem. Royse e Schisler (1987) obtiveram 85% de
Eficiéncia bioldgica para a producdo de P. ostreatus em palha de trigo e espiga de milho
pasteurizada, condi¢des semelhantes ao deste experimento.

Na tabela 3, observa-se que a linhagem POS 09/101 foi a que

teve maior eficiéncia biologica média (83,32%).

Tabela 3. Eficiéncia bioldgica %, das linhagens de Pleurotus ostreatus cultivados nos
substratos suplementados (C/N 60:1) e ndo suplementados (C/N 90:1).

(1,2) Linhagens
Substrato 09/100 09/101 09/102 98/38
Al 72Cbb®  973Baa 96,7ABaa 13,0ABba
Bl 74,7 ABaa 87,7Bab 103,1ABaa 11,1 ABbb
C1 98,7Aba 1459 Aaa 1239Aaba 37,7Aca
DI 1033 Aaa 111,0Baa 85,0Baa 24,1 ABba
El 64,6 Baa 80,9Baa 87,7Baa 43Bba
Média 69,7 104,56 99,28 18,04
A2 545ABaa 73,7BCab 70,6 Aab 87Bba
B2 825Aba 113,0Aaa 849 Aaba 84,9 A ab a
C2 77,7 Aba 96,5BCabb 774Aab 11,L1Bbb
D2 529ABb b 67, BCabb 83,8Aaa 6,1Bca
E2 40,5Bab 66,3Caa 65,5Aab 68Bba
Média 61,62 83,32 76,44 23,52

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagag¢o de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana;

(2) Suplementagdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, E1); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) letras maiusculas iguais na mesma coluna dentro da mesma relagdo C/N ndo diferem entre
si ao nivel de 5% (Tukey); letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao
nivel de 5% (Tukey); letras em italico iguais no mesmo substrato nas relagdes C/N diferentes
ndo diferem entre ao nivel de 5% (Tukey); CV geral = 44,92.
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3. 4. Massa média dos cachos

A massa média dos basidiomas ¢ uma variavel utilizada por
alguns autores, porém, deve se tomar alguns cuidados ao utilizar dados de autores diversos.
Fato relacionado aos diversos tipo de recipiente de contengdo do substrato de cultivo, podendo
variar de potes do tipo “conserva” com 600 a 900ml a sacos plasticos de diversos tamanhos,
variando entre 300g e 12kg de substrato. Também podem ocorrer variagdes na area de
frutificag@o, ou seja, a area livre para frutificacdo que pode ser toda a abertura do pote ou
diferencas no numero de furos no caso de sacos plasticos.

Outro fator relevante é a morfologia da espécie € momento de
colheita do basidioma, no caso do P. ostreatus seus corpos de frutificacdo ou basidiomas sao
semelhantes a ostras, com estipites de comprimento variado, ligados na base dando um
aspecto de “cacho de ostras”, diferente do Agaricus bisporus, Agaricus blazei, Lentinula
edodes com basidiomas constituido de pileo e estipites com formato semelhante a um guarda-
chuva.

Na tabela 4 ¢ apresentado o valor da massa média de cachos,
em relagdo a todo o ciclo de cultivo nos diferentes substratos suplementados ou ndo com farelo
de trigo, mostrando a interagdo entre linhagens, substrato e relagdo C/N. Nota-se que houve
diferenca estatistica para a intera¢do linhagem-substrato somente para a linhagem POS 98/38,
onde as maiores médias foram obtidas nos substratos com capim Brizantha e palha de cana,
40,7 e 40,5g cachos™ respectivamente, ¢ a menor média para o substrato com palha de trigo,
18,7g cacho™.

Comparando-se os resultados de massa média dos cachos em
funcdo da suplementagdo nota-se diferencas estatisticas somente para a linhagem POS 98/38,
sendo que as demais linhagens ndo apresentaram diferengas significativas. A média das

linhagens independente do tipo de substrato (Tabela 4).
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Tabela 4. Massa média dos cachos g, de Pleurotus ostreatus cultivados nos substratos
suplementados (C/N 60:1) e ndo suplementados (C/N 90:1).

(1,2) Linhagens
Substrato 09/100 09/101 09/102 98/38
Al 162Aaba® 229Aaba  229Aba 37,7ABaa
Bl 28,4 Aaba 257Aaba 244Aba 40,5Aaa
Cl 30,0 A aba 279Aaba 242Aba 40,7Aaa
D1 305Aaa 257 Aaa 193Aaa 24,1BCaa
El 256Aaa 243 Aaa 243Aaa 18,7Caa
Média 26,14 25,30 23,02 32,34
A2 253Aaa 26,7 Aaa 293Aaa 21,8ABaa
B2 287 Aaa 292Aaa 226Aaa 296Aaa
C2 31,5Aaa 287Aaa 289Aaa 240ABab
D2 243Aaa 23Aaa 247 Aaa 86Bbb
E2 22Aaa 279Aaa 263aaa 21,0ABaa
Média 26,4 26,96 26,36 21,00

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana;

(2) Suplementagdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, E1); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) letras maiusculas iguais na mesma coluna dentro da mesma relagdo C/N ndo diferem entre
si ao nivel de 5% (Tukey); letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao
nivel de 5% (Tukey); letras em italico iguais na coluna no mesmo substrato nas diferentes
relacdes C/N ndo diferem entre ao nivel de 5% (Tukey); CV geral = 61,67.

3. 5. Numero de cachos

Para estd varidvel encontra-se o nimero de cachos obtido em
cada bloco de cultivo durante o ciclo produtivo. Observa-se que o numero de cachos por bloco
foi superior nos substratos com relacdo C/N de 60:1 com as linhagens POS 09/101 e POS
09/102 com 30,94 e 30,10 cachos por bloco respectivamente, e a linhagem POS 98/38 com
3,42 cachos por bloco (Tabela 5).

O numero de cachos nos substratos com relagdo C/N de 90:1
seguiu tendéncia dos substratos com relagdo C/N de 60:1, permanecendo a linhagem POS
98/38 com o menor numero de cachos com 1,84 e as linhagens POS 09/101 e POS 09/102 com

maior numero de cachos com 19, 56 e 19,66 respectivamente.
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Tabela 5. Numero de cachos de Pleurotus ostreatus cultivados nos substratos suplementados
(C/N 60:1) e ndo suplementados (C/N 90:1).

Substrato 1> ? Linhagens

09/100 09/101 09/102 98/38
Al 20Bbbr® 325ABaa 335Aaa 29Aba
Bl 183Aba 229Baba 29,5Aaa 19Aca
Cl1 219 Aba 362Aaa 356Aaa 69Aca
DI 223Aaa 282ABaa 274Aaa 43Aba
El 193Aba  349Aaa 245Aaa 1,1Aca

Média 16,76 30,94 30,10 3,42
A2 178 Aaa 224Aab 219Aab 26Aba
B2 16,7Aaa 203Aaa 228Aaa 22Aba
C2 160Aaa 215Aab 174Aab 19Aba
D2 129Aab 187Aab 214Aaa 13Abb
E2 99Aabb 149Aab 148Aab 12Aba

Média 14,66 19,56 19,66 1,84

(1) Substrato: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana. + bagaco de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana;

(2) Suplementagdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, E1); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) letras maiusculas iguais na mesma coluna dentro da mesma relagdo C/N ndo diferem entre
si ao nivel de 5% (Tukey); letras mintsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao
nivel de 5% (Tukey); letras em italico iguais na coluna no mesmo substrato nas relagcdes C/N
ndo diferem entre si ao nivel de 5% (Tukey); CV geral = 68,23.

3. 6. Fibra total, proteina total e extrato etéreo dos

basidiomas

Na tabela 6, encontram-se os valores de F obtidos na analise de
variancia dos dados de fibra total, proteina total e extrato etéreo dos basidiomas produzidos
durante todo o ciclo produtivo das quatro linhagens de P. ostreatus, POS 98/39, POS 09/100,
POS 09/101 e POS 09/102, cultivados nos diferentes substratos em dois niveis de relagdo C/N,
de 60 e 90:1. Verificou-se efeito significativo para as variaveis fibra total, proteina total e

extrato etéreo na interag@o substrato x linhagem x relagdo C/N.
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Tabela 6. Valores de F obtidos na analise de varidncia da fibra total, proteina total e extrato
etéreo das linhagens de Pleurotus ostreatus cultivadas nos diferentes substratos com ou sem
suplementagao.

Fator de variacdo Fibratotal Proteina total Extrato etéreo

Substrato (S) 517° 3,04 * 2,35™
Relacio (R) 4,54 " 22,42° 2,09 ™
Linhagem (L) 492" 11,83 ° 627"
SxRxL 2,80 " 239" 0,98 ™

" significativo; ns: ndo significativo (Tukey, 5%).

3. 7. Proteina bruta

A proteina total ¢ um importante componente dos cogumelos,
estando correlacionado, entre outros, com a composi¢do do substrato de cultivo, partes do
pileo, tempo de cultivo e da espécie fungica.

Observa-se que os maiores teores de proteina total foram obtidos
nos substratos com relagdo C/N de 60:1 independente da linhagem utilizada (Tabela 7). Isto
pode ser explicado pela maior quantidade de nitrogénio dos substratos suplementados. Este
hipotese esta de acordo com Silva et al. (2007) que avaliou a composi¢do dos cogumelos
cultivados em varios niveis de relacdo C/N, o autor ressalta que quanto maior o teor de
nitrogénio nos substrato de cultivo maior foi o teor de proteina total dos basidiomas.

A maior média no teor de proteina total foi encontrada nos
cogumelos da linhagem POS 98/38 com 30,59% e o menor valor para os cogumelos da
linhagem POS 09/101 com 24,22% uma diferenga de 21,8%. Este fato pode ser explicado pela
maior produtividade da linhagem POS 09/101 superior a da linhagem POS 98/38, enfatizando
que a quantidade de nutrientes disponiveis para a producdo dos cogumelos pode influenciar
sua composicdo quimica. Furlani e Godoy (2007) estudando a composi¢cdo quimica de
cogumelos cultivados em condi¢des brasileiras e coletados no maior mercado consumidor
nacional de cogumelos (Sao Paulo) encontraram valores médios para P. ostreatus de 22,22%
de proteina total valor inferior ao melhores resultados encontrados neste experimento e
superior aos valores citados por Holtz et al. (2009) com 16,57% para P. ostreatus cultivados
em residuos da industria téxtil suplementados com farelo de arroz e pasteurizados em agua

quente.
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Zhang et al. (2002) citaram que os teores de proteina em
basidioma de Pleurotus spp. podem variar de 26,3-36,7%, porém Ragunathan e Swaminathan

(2003) relataram valores maiores, variando entre 25,6 ¢ 44,3%.

Tabela 7. Teor de Proteina total (%, base seca) nos basidiomas das linhagens de Pleurotus
ostreatus cultivadas nos diferentes substratos com suplementagdo (C/N 60:1) e sem
suplementacdo (C/N 90:1).

(1,2) Linhagens

Substrato 09/100 09/101 09/102 98/38
Al 2401 BAaba® 2045Bba 29,67 Aaa 3142Aaa
Bl 29,57 Abaa 2404 ABba 2628 ABbab 28,19 Abaa
Cl 3754 Aaa 28,11 Aaa 22,77Bba 3548 Aaa
DI 3031 Aaa 28,58 Aaba  3326Aaa 24,10Aba
El 2497BAaba  1991Bba 24,00 B ba a 33,78 Aaa

Média 29,28 24,22 27,20 30,59
A2 24,06 Aaa 1825Bba 30,58 Aaa 31,90 Aaa
B2 2343 Aaa 1723Bba 3396 Aaa 21,48 Baa
C2 1937Bb b 2390 Aaba  2528Aaa 2775Aab
D2 21,15ABb b 2365Aaba  2479Aab 2798 Aaa
E2 2202Aaa 16,92Bba 1925 Abab 2571 Aab

Média 22,00 19,99 26,77 26,96

(1) Substratos: A. capim braquiaria + bagaco de cana; B. palha de cana. + bagago de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagaco de cana; E. palha de trigo +
bagacgo de cana;

(2) Suplementacdo do substrato: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) letras maiusculas iguais na mesma coluna dentro da mesma relagdo C/N nao diferem entre
si ao nivel de 5% (Tukey); letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao
nivel de 5% (Tukey); letras em italico iguais na coluna no mesmo substrato nas relacdes C/N
diferentes ndo diferem entre si ao nivel de 5% (Tukey); CV geral = 14,19.

3. 8. Fibra bruta

Para o teor de fibra bruta dos cogumelos os valores encontrados
nos substratos com relacdo C/N de 60:1, foram menores comparando com os cogumelos
cultivados nos substratos com relagdo C/N de 90:1 (Tabela 8). O maior valor de fibra bruta no

grupo de substratos suplementados foi encontrado para a linhagem POS 09/101 com 9,39%,
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resultados semelhantes ao encontrado por Bonatti et al. (2004) cultivando P. ostreatus em

folhas de bananeira esterilizado.

Tabela 8. Teor de fibra total (%, base seca) dos basidiomas das linhagens de Pleurotus
ostreatus cultivadas nos diferentes substratos com suplementacdo (C/N 60:1) e sem

suplementacdo (C/N 90:1).

Substratos Linhagens

09/100 09/101 09/102 98/38

Al 897Aaa® 832Aaba 483 Aba 505Aba
Bl 538Aaa 8,57 Aaba 6,83Aaba 873Aaba
Cl 403Aaa 752 Abb 643Aaba 563Aba
DI 535Baa 852 ABaba 11,84Aaa 1392Aaa
El 761 Bab 1399 Aaa 746Baba  4,18Bbb

Média 6,27 9,38 7,47 7,50
A2 585Aba 1034 Aaba 8,66Aaa 472 Aba
B2 8.88 A aba 6,10 Aba 582Aaa 9,89 A ab a
C2 8,45ABaba 12,70Aaa 959 ABaa 447Bba
D2 483Aba 9,80 A ab a 10,69 Aaa 6,17Aabb
E2 1289 Aaa 11,07Aaba 1154 Aaa 12,15Aba

Média 8,18 10,00 9,26 7,48

(1) Substratos: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana. + bagago de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E. palha de trigo +
bagago de cana;

(2) Suplementagdo do substratos: 1. com farelo de trigo (A1, B1 CI1, D1, El); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) letras maiusculas iguais na mesma coluna dentro da mesma relagdo C/N ndo diferem entre
st ao nivel de 5% (Tukey); letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao
nivel de 5% (Tukey); letras em italico iguais na coluna no mesmo substratos nas relagdes C/N
ndo diferem entre ao nivel de 5% (Tukey); CV geral =27,41.

Nos substratos com relagdo C/N de 90:1 os valores médios das
linhagens independente do tipo de substratos foram superiores aos valores encontrados nos
substratos com relagdo C/N de 60:1, onde a mesma linhagem POS 09/101 apresentou o maior
teor de fibra total 10,00 %, valores inferiores ao encontrados por Holtz et al. (2009) cultivando
P. ostreatus em residuos da industria téxtil com suplementagdo de farelo de arroz e
pasteurizados em agua quente onde obtiveram resultados de 15,47% de fibra total, valor

superior ao encontrado por Silva et al. (2007) que cultivando P. sajor-caju em capim coast-
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cross + bagaco de cana-de-agucar + mais farelo de trigo autoclavado a 121 °C, obtivem 4,70%

de fibra total.

3. 9. Extrato etéreo

Ao contrario da proteina total e fibra total o extrato etéreo ndo
teve significancia estatistica ao nivel de 5% (Tukey) na interacdo substrato x Fase de
compostagem x relacdo C/N. Os maiores valores médios encontrados foram para os substratos
com relacdo C/N de 60:1 tendo a linhagem POS 09/100 (3,91%) a maior média quando
comparamos entre as linhagens. Ja4 para os substratos, D1 com a linhagem POS 09/100
mostrou a maior média entre todos os tratamentos com 4,64% de extrato etéreo (Tabela 9).
Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Bonatti et al. (2004) que estudando o
cogumelo P. ostreatus cultivados em folhas de bananeira suplementada com farelo de arroz e
5% de inoculo (peso seco de substrato) autoclavado a 121 °C, obtiveram 5,97% de extrato
etéreo no primeiro fluxo e 2,24% no segundo fluxo de produgio.

J& para os substratos com relagdo C/N de 90:1 os valores foram
inferiores aos dos substratos com relagdo C/N de 60:1 tendo a linhagem POS 09/100 a maior
média de extrato etérco com 3,62%, resultados semelhante nos substratos com relagdo C/N de
60:1, podendo ter relagdo com o material genético. O maior valor para este grupo de substratos
teve como semelhanga o substrato D e a linhagem POS 09/102 diferindo-se a linhagem. O
substrato D (capim tobiatd) favoreceu o acumulo de gordura nos cogumelos independente da
linhagem utilizada. Rampinelli et al. (2010) trabalhando Pleurotus Djamor cultivados em
folhas de bananeira suplementados com farelo de arroz, autoclavados e colheita dos
cogumelos maduros, ou seja, pileos grande obtiveram valores inferiores em relagdo aos
menores valores encontrados neste experimento, cerca de 1,12% no primeiro fluxo e 1,09 no

segundo fluxo de produgao.
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Tabela 9. Extrato etéreo (%, base seca) dos basidiomas de linhagens de Pleurotus ostreatus
cultivadas nos diferentes substratos com suplementagdo (C/N de 60:1) e sem suplementagéo
(C/N de 90:1).

1,2) Linhagens
Substratos 09/100 09/101 09/102 98/38
Al 3,15Aaa® 3,16Aaa 377Aaa 3,02Aaba
BI 398Aaa  336Aaa  400Aaa  299Aba
C1 389Aaa  380Aaa  379Aaa  413Abb
DI 464Aaa  412Baa  350BAaa 262Bba
El 387Aaa  382Aaa  426Aaa  372Aaba
Média 3.91 3.65 3.87 3.30
A2 311Aaa  346Aaba  3.78Aaa  3.13Aaa
B2 408Aaa  384Aaa  409Aaa  339Aaa
C2 315Aaa  218Bab  352Aaa  30lAaa
D2 373BAaa  423Baa  431Baa  26lBaa
B2 404Aaa  395Aaa  339Aaa  317Aaa
Média 3.62 3.53 381 3.06

(1) Substratos: A. capim braquiaria + bagago de cana; B. palha de cana. + bagago de cana; C.
capim brizantha + bagago de cana; D. capim tobiatd + bagago de cana; E. palha de trigo +
bagaco de cana;

(2) Suplementagdo do substratos: 1. com farelo de trigo (A1, B1 C1, D1, E1); 2. sem farelo de
trigo (A2, B2, C2, D2, E2);

(3) letras maiusculas iguais na mesma coluna dentro da mesma relagdo C/N nao diferem entre
si ao nivel de 5% (Tukey); letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si ao
nivel de 5% (Tukey); letras em italico iguais na coluna no mesmo substrato nas relagdes C/N
ndo diferem entre ao nivel de 5% (Tukey); CV geral = 14,69.
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4. CONCLUSOES

Nas condi¢des experimentais deste experimento conclui-se que:

A linhagem POS 09/101 mostrou-se com potencial genético
elevado em relagdo as demais linhagens utilizadas em relagdo a produtividade e eficiéncia
bioldgica;

A produtividade e eficiéncia bioldgica foram maiores nos
substratos com relacdo C/N de 60:1 (suplementados com farelo de trigo) evidenciando que até
certos limites a quantidade de nitrogé€nio eleva a produtividade e a efici€éncia biolodgica;

O numero de cachos foi maior para a linhagem POS 98/38
independente da relagdo C/N e, a massa média do cacho foi maior para a linhagem POS 98/38
na relagdo C/N de 60:1 e para a linhagem POS 09/102 na relagdao C/N de 90:1;

O teor de proteina total, fibra total e extrato etéreo dos
basidiomas sofre influéncia do tipo de material genético e principalmente da composi¢do do

substrato de cultivo.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise da caracterizacdo molecular do presente trabalho
detectou a existéncia de variabilidade genética entre as linhagens avaliadas, porém o grupo 2
(trés linhagens coletados de produtores) apresentaram similaridade genética demostrando
uma similaridade nos resultados obtidos nos parametros avaliados de producao
diferentemente do grupo 1 (linhagem armazenada no banco de germoplasma do Modulo de
Cogumelos);

O crescimento micelial em meio de cultura sélido pode ser uma
indicagdo para a escolha do material segundo resultados sugeridos neste experimento e na
literatua;

A dinamica da compostagem e seus parametros envolvidos
podem ajudar a estabelecer um protocolo para as Fases I e II resultando em um substrato
seletivo para o cultivo de P. ostreatus. Estes parametros devem ser acompanhados e
analisados visto que com a mudanga do material base de modo geral estes pardmetros serdo
alterados;

O tipo de palha e a suplementagdo mostrou diferencas
estatisticas entre alguns tratamentos deste experimento possibilitando estudos futuros afim de
estabelecer correlagdes entre composi¢do do substrato e produtividade e composicdo dos

basidiomas de P. ostreatus.
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Figura 2. Preparo da embalagem para o indculo: A,B. dobra e selagem do segmento de manta
Tivek®, C,D. inser¢do um segmento de papel vegetal entre as laminas do Tyvek®; E,F.
encaixe do conjunto num dos cantos da manga plastica; G. fixa¢do por selagem a quente; H.

embalagem pronta.
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