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1. Resumo

As pesquisas sobre o cultivo axénico de shiitake e producdo de
inéculo, para as condicdes brasileiras, sdo escassas. O estudo do crescimento miceliano visa
compreender os aspectos fisicos, quimicos ¢ ambientais que causam alteracdes no processo
desse crescimento. O objetivo deste trabalho foi o de estudar a influéncia de aspectos
nutricionais ¢ a interferéncia do substrato na cinética de crescimento de linhagens de Lentinula
edodes.

Os materiais utilizados foram duas linhagens de Lentinula edodes: 117
e L55 da micoteca do Mddulo de Cogumelos da FCA e substratos a base de serragem (S) e
bagago de cana-de-agucar (B) com a adi¢do de trés quantidades de farelos de arroz e de trigo
(metade de cada): 0, 10 e 20%, perfazendo 6 tratamentos, os quais foram utilizados na cinética
da area de crescimento miceliano em meio de cultura e do volume de crescimento em
substrato.

Dos resultados obtidos foram extraidas as seguintes conclusdes: A
cinética de crescimento miceliano em superficie (area), independente das linhagens e
substratos, seguiu um modelo matematico representado por uma equagdo exponencial. Os
parametros estimados gama tiveram uma relacdo com a velocidade final instantanea de
crescimento em darea. A cinética de crescimento miceliano em volume, independente das
linhagens e substratos, seguiu um modelo matematico representado por equagdo logaritmica.

Os parametros estimados betas, gama e delta, ndo apresentaram relacdo com a velocidade de



crescimento em volume. Ocorreram interagdes significativas entre linhagens, substratos base e
quantidades de farelos, tanto na cinética de crescimento em superficie quanto em volume. A
linhagem L55 se apresentou mais adaptada a metodologia adotada por ser utilizada em cultivo

axénico.



KINETIC OF MYCELIUM GROWTH OF Lentinula edodes (Berk.) Pegler IN SUGAR
CANE BAGASSE AND EUCALIPTUS SAWDUST. Botucatu, 2001. 90p. Dissertacao
(Mestrado em Agronomia/Energia na Agricultura) - Faculdade de Ciéncias Agronomicas,
Universidade Estadual Paulista.

Author: MAGALI REGINA

Adpviser: Prof. Dr. AUGUSTO FERREIRA DA EIRA

2. Summary

In Brazil there was little research related to Shiitake axenic culture. It
was researched in this experiment the physical, chemical and environmental aspects in relation
to different strains of Lentinula edodes. The aim of this research was to understand the
substratum effects in the kinetics of the Shiitake mycelium growth. It was used two Shiitake
strains and two different base substrate (eucalyptus sawdust and sugar cane bagasse) varying
in three proportions of the supplements. The supplements, a blend of rice and wheat brans,
were added in the proportion of 0, 10 and 20% of the base substrate. The experiment was
composed of six treatments. It was concluded that the mycelium kinetics growth in culture
medium followed a mathematical model that were represented by exponential equation.
Gamma parameters were directly proportional to the instantaneous growth velocity in area.
The mycelium growth kinetics in volume had no effect relation to the strains and substrate and
it followed a mathematical model represented by logarithmic equation. Beta, gamma and delta
parameters didn't show any correlation with the growth velocity in volume. There were
significant differences between the strains and the mycelium growth in the supplemented
substrate. The strain L55 was better adapted than L17.

Key words: Lentinula edodes, brans, mycelium growth, bagasse, sawdust



3. Introducao

O Lentinula edodes, conhecido, popularmente como shiitake, ¢ o
segundo cogumelo cultivado mais importante no mundo (Chang 1996).

No Brasil, o seu consumo vem aumentando, assim como, o interesse
pelo seu cultivo que além da forma tradicional, em toras, pode ser cultivado no sistema
axénico. Porém o sucesso no seu cultivo consiste, acima de tudo, em compreender sua
biologia e como o ambiente influencia seu crescimento e desenvolvimento (Przybylowicz &
Donoghue, 1988)

Neste sentido, estudos comparativos de taxas de crescimento,
freqliéncia de miceliagdo em espécies e linhagens com preferéncias variadas de ambiente, sob
diferentes condicdes relevantes a condi¢do natural, sdo cada vez mais necessarios.

Os nutrientes viaveis para o seu crescimento, a temperatura adequada,
o pH ideal, sdo fatores que, quando niao conhecidos, podem alterar o comportamento de
crescimento, desfavorecendo todo o processo e causando, certamente, alguns prejuizos.

Algumas respostas, aos problemas de crescimento enfrentados por
produtores de in6culo, podem estar no mecanismo fisioldgico do fungo que, sob condig¢des
adversas, retarda ou, até mesmo, estaciona seu crescimento miceliano (Przybylowicz &
Donoghue, 1988)

A paralisagdo do crescimento pode ser ocasionado em substratos
solidos, também pelo envelhecimento do indculo, que devido a ocorréncia de autolise parcial e

laténcia, pode acarretar lag fase no substrato final.



A diversidade de substratos ligno-celulosicos que podem ser utilizados
na produgdo do shiitake, para o cultivo axénico, e, mais especificamente, o uso da serragem,
que além do cultivo axénico, também ¢ utilizada para a produgdo de inoéculo, interfere, de
modo distinto, no crescimento, tanto pelo aspecto quimico e fisico quanto pela forma como
sdo acondicionados nos recipientes de producdo, neste caso, normalmente em sacos plasticos
de polipropileno ou polietileno expandido. O tamanho e localizagdo do filtro de aeragdo, a
distribui¢do do in6culo no substrato, também interfere diretamente na cinética de crescimento.

Este trabalho teve por objetivo estudar a cinética de crescimento de
linhagens de Lentinula edodes, em condi¢des de laboratério, em meio de cultura e substrato,
verificando a influéncia da serragem e do bagago de cana-de-agticar, com varias porcentagens

de farelos.



4. Revisao Bibliografica

O Lentinula edodes (Berk.) Pegler, comumente conhecido na China

b

como “Shiang-gu” e no Japao como “Shiitake” (Chang, 1996), cresce como saprofita em
madeiras de arvores ¢ forma corpos de frutificacdo a temperaturas entre 18 a 22°C, sob
condi¢des de umidade proximas a 90%, pode ser encontrado crescendo naturalmente, na
China, Japao, Coréia, nas montanhas do Himalaia, norte de Bornéo, Filipinas e na parte norte
da Tailandia (Campbell & Slee, 1987). O seu cultivo foi iniciado na China ha cerca de 1100
AD e suas técnicas foram posteriormente introduzidas no Japao pelos agricultores chineses
(Royse, 1985)

O reconhecido sabor do shiitake e seu alto valor nutricional, como
fonte de proteina, vitaminas do complexo B e sais minerais (Cocharan, 1978), sao
acompanhados de substancias com propriedades medicinais que atuam contra virus, tumores e
na reducdo do colesterol (Leathan, 1982). Estes atributos qualitativos promoveram um
aumento do seu consumo nas ultimas décadas, com expectativa de continuar em ascensao
(Worral & Yang, 1992).

Com a necessidade de se atender a crescente demanda, novas técnicas
de producao de indculo, e de cultivo, vem sendo estudadas para propiciar a redu¢do no tempo
de colheita, melhor produtividade e diminui¢ao nos custos, como o cultivo axénico que ¢ uma
alternativa que vem sendo utilizado por alguns produtores (Eira & Minhoni, 1996).

A producdo comercial de indculo de L. edodes segue um processo de
multiplicagdo por transferéncia de inoéculo que se inicia de uma linhagem pura e depois ¢é

multiplicado através de sucessivas etapas (Przybylowicz & Donoghue, 1988; Eira et al., 1997)



4.1. Crescimento miceliano e degradacio de compostos

Muitos dos conceitos e equacdes cinéticas referentes ao crescimento
microbiano sdo derivados de estudos de microrganismos unicelulares, que tem um crescimento
de populacao concentrado, o qual ¢ mais facilmente mensurado. No entanto, o crescimento de
fungos filamentosos ¢ muito mais complexo em relacdo aos microrganismos unicelulares.
(Prosser, 1994; Stanier et al, 1969)

O crescimento e desenvolvimento micelial pode ocorrer em meio
liquido e superficies so6lidas (Klein, 1996). Em condi¢des de laboratério, o meio sélido (agar)
¢ algumas vezes considerado mais natural, uma vez que os fungos, na natureza, utilizam como
substratos, materiais sélidos como, por exemplo, madeira, restos de animais e vegetais, ou solo
(Griffin, 1994).

Para qualquer crescimento micelial, em condi¢des laboratoriais, pode-
se definir varios parametros relacionados ao crescimento celular: taxa de alongamento, local
de iniciacdo de formacdo de hifas secundarias, angulos formados com a hifa axial original e
freqliéncia de iniciagdo de hifas secundarias, sendo a genética e o ambiente, os grandes
responsaveis por estes processos (Trinci, 1974).

Além desses parametros, o crescimento miceliano pode ser avaliado
através de medidas de area e volume. O didmetro do crescimento miceliano, em meio solido
pode servir como uma medida de taxa de alongamento da hifa. No entanto, dados de diametros

de coldnia, t€ém sido mais utilizados na determinacdo de efeitos da temperatura no crescimento

(Griffin, 1994).



Substancias quimicas particulares, comprimentos de onda de luz,
propriedades fisicas como estrutura granulométrica ou fluidica do meio, sdo exemplos do que
pode ocasionar um tipo particular de crescimento micelial (Klein, 1996). Além disso, as
diferencas podem ocorrer entre crescimento em duas dimensdes e em trés dimensdes, na
distribuicdo da zona de crescimento sobre a borda externa do micélio (Koch, 1975).

O crescimento acompanhado ao longo do tempo resulta em uma curva
de crescimento do tipo sigmoéide, que pode ser dividida em vérias fases com diferentes
propriedades fisiologicas. Sdo estas: lag-fase - com pouco crescimento observado; fase
exponencial - com crescimento auto catalitico; fase de declinio da taxa de crescimento -
algumas vezes visto como fase estaciondria, de curta duragdo e fase de morte - acompanhada
de autdlise, ou ndo. A fase exponencial ¢ fortemente afetada por suplementos nutricionais,
como fontes de nitrogénio e carbono (Griffin, 1994, Stanier et al 1969).

Segundo Donoghue & Denison (1995), o crescimento miceliano do
Lentinula edodes ¢ prejudicado em altas concentragdes de CO,, alterando seu sistema
enzimatico ¢ diminuindo a velocidade de miceliagdo. Os autores puderam comprovar que o
fungo inoculado em substratos dentro de sacos plasticos, com maiores aberturas para troca
gasosa, obtiveram um crescimento miceliano mais rapido.

O crescimento miceliano pode ser influenciado pela redugdo na
concentragdo de nutrientes e oxigénio, acumulo de produtos finais toxicos, producdao de
metabolitos secundarios e mudangas em fatores como o pH (Prosser, 1994).

A cinética de crescimento miceliano, em substratos sélidos, ¢ pouco

explorada, mas tem enorme importancia nos estudos ecologicos, por exemplo, no crescimento



em solo, nos processo biotecnoldgicos com uso de "fermentacdo no estado solido" e na
degradagdo da madeira (Prosser, 1994).

Os fungos degradam compostos de varios materiais retirando carbono,
nitrogénio, enxofre, necessarios para o seu crescimento através da a¢do de enzimas secretadas
durante o seu processo de desenvolvimento (Griffin, 1994)

Com relagdo a degradacdo da madeira ¢ de material lignocelul6sico,
em geral, sabe-se que os mais eficientes degradadores naturais de lignina sdo os fungos
causadores de podriddo branca da madeira, que sdo na sua maioria basidiomicetos, este nome
deriva da coloragdo que a madeira adquire em fases avangadas de degradagdo. Estes fungos
degradam celulose, hemicelulose e lignina, sendo que a lignina ¢é preferencialmente degradada
em relacdo aos polissacarideos e estes sdo os microrganismos mais conhecidos capazes de
metabolizar, quase que completamente, a molécula de lignina a CO; e 4gua, porém quando
comparado ao Pleurotus spp, o Lentinula edodes remove menos lignina e mais polissacarideos
(celulose e hemicelulose) (Moyson & Verachtert, 1991).

A degradagdo da lignina por fungos da podridao branca ¢ um processo
oxidativo, de ocorréncia extracelular. Para que a sua degradacdo ocorra, ¢ necessaria a
presenga de uma fonte alternativa de carbono que ¢ suprido, em condi¢des naturais, por
celulose, hemicelulose, carboidratos simples e glicerol (Boominathan & Reddy, 1992).

Quando o fungo ¢ cultivado em substrato contendo apenas lignina
como fonte de carbono, ndo ha suporte para crescimento (Kirk et al., 1976). A celulose prové
glicose para o fungo e, quando o fluxo de agucar cessa, o fungo para de crescer e passa de uma
fase de metabolismo primario para secundario. Deste modo, o fungo necessita de aglicares

facilmente metabolizaveis, provenientes dos polissacarideos do substrato (Jeffries et al, 1981)
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Na verdade, o desenvolvimento da habilidade lignolitica tem sido
mostrado através de varias pesquisas, que requer condi¢des nutricionais e culturais, incluindo
substrato metabolizavel, altos niveis de oxigénio, limite de nitrogénio e varias outras
condi¢des de cultivo (Kirk & Farrell, 1987; Buswell, 1991)

Leatham & Kirk (1983) mencionam que, para a obtengdo de
rendimentos 6timos na degradacdo de material lignocelulésico, pobre em nitrogénio, a
suplementagdo com este elemento € essencial, com espécies que ndo tém a atividade
lignolitica regulada por nitrogénio, este poderia ser adicionado ao substrato sem que houvesse

interferéncia na degradagdo de lignina, o que poderia resultar na rapida e eficiente utilizacao

do substrato e no aumento da produtividade de cogumelos.

4.2. Farelos e Relacao C:N

Os farelos de arroz e de trigo sdo tradicionalmente utilizados pelos
produtores de shiitake suplementando com nitrogénio as serragens, tanto para a producao de
“semente” como para a producdo de basidiocarpos (Eira et al 1997).

O nitrogénio ¢ um importante elemento para o crescimento de todos os
organismos, necessario para a sintese de acidos nucléicos, aminoacidos, proteinas e, no caso
especial de fungos, para a sintese de quitina (componente da parede celular) (Griffin, 1994)

Teixeira (1996) enriquecendo serragem de Fucaliptus grandis (Hill ex
Maiden) com farelo de arroz na concentragdo de 20% promoveu maior velocidade de
miceliacdo e vigor de micélio quando comparada a utilizagdo de levedo, glicose ou ainda

acido aspartico. Royse et al. (1985) sugerem que, dentre residuos agricolas, o farelo de arroz
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acrescentado a serragem de madeira serve como fonte de nutrientes para um Otimo
crescimento do L. edodes. Esses autores sugerem também que uma propor¢ao de mistura de 10
a 40% desse suplemento estimularia o crescimento micelial. Por outro lado, Fasidi & Kadiri
(1993), avaliando o crescimento micelial de Lentinula submudus sobre palha de Andropogon
tectorum enriquecida com 10 a 50% de farelo de arroz, mostraram que a propor¢ao de 30%
desse suplemento promoveu maior desenvolvimento do fungo e, a propor¢do de 50%,
estimulou maior densidade micelial. Esses autores atribuiram esse efeito estimulante do
desenvolvimento micelial aos carboidratos, aminoacidos e minerais, presentes no farelo de
arroz..

Quando a relagdo C:N do substrato ¢ diminuida pela adi¢ao de farelos
ou outros suplementos, pode haver inibi¢do do crescimento do fungo. Singh & Verma (1996),
estudando fontes de carbono e nitrogénio e interferéncia da relacdo entre esses elementos
sobre o crescimento de linhagens de Lentinula lateritia, constataram que o desenvolvimento
do fungo foi menor quando a razdo (C:N) foi menor, ou seja, grande quantidade de N no
substrato em relagdo ao teor de C pode ter um efeito inibitorio sobre o crescimento desse
fungo. Embora tenham encontrado, para as linhagens testadas, alto requerimento de carbono,
os autores assinalaram que a relacdo C:N depende do género, espécie e linhagem do
cogumelo. Segundo Kamra & Zadrazil (1988), o N em elevada concentragdo, reprime a
degradagdo da lignina, retardando ou até inibindo completamente o desenvolvimento micelial.
Maziero (1990) comentou que substratos ricos em nitrogénio nao devem ser utilizados
isoladamente para cultivos de cogumelos, devido ao fato de ndo proporcionarem uma total
colonizacdo do substrato e ndo permitirem a producdo de corpos de frutificagdo. Com relacao

ao L. edodes, Song et al. (1987) constataram maximo crescimento micelial com relagdo C:N
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de 30:1 e, a medida que aumentavam ou diminuiam essa razao, obtinham menores valores de
“biomassa” microbiana. Tokimoto & Kawai (1975), citou que a razdo entre C e N afetou a
velocidade de crescimento micelial, qualidade do cogumelo e integridade e longevidade dos
blocos de substrato durante o ciclo da produgdo.

A eficiéncia do uso de carbono (massa de fungo produzido por quantia
de carbono usado) claramente aumenta com a adicdo de fontes mais complexas de N (proteina
de milho e farelo, extrato de levedura, extrato de malte e peptona). Em condi¢des abaixo da
quantidade minima de N, os fungos metabolizam a celulose ou hemicelulose rapidamente, ¢
isto ¢ que possivelmente lhes déem acesso a nutrientes minerais e fatores essenciais de
crescimento presentes em baixa concentragdo na madeira, podendo entdo, rapidamente,
metabolizar os acgucares resultantes para minimizar a competicdo de organismos nao
celuloliticos (Derikx et al, 1990).

A utilizacdo de formas mais complexas de N ocasionou um
crescimento maior em culturas de Phanerochaete chrysosporium. As formas menos
complexas de N (NH4Cl e glutamato) ndo estimularam o crescimento, isto correlacionando
com a inibi¢do relativamente grande da degradacdo de lignina. Adicionalmente, formas mais
complexas de N promovem mais a degradacgdo da lignina do que as formas menos complexas
(Reid, 1983).

Em alguns casos as fontes de N mais simples aumentaram a
concentragdo de proteinas das culturas, mas diminuiram o crescimento miceliano e a
degradacdo da lignina. Isto sugere que ndo existe relagdo entre alta concentragdo de proteina e

crescimento (Boyle, 1998).
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Embora esteja estabelecido que muitas fontes de N inibem a
degradagdo de lignina pelos fungos da podriddo branca (Buswell & Odier,1987; Reid, 1989;
Boyle & Cropp, 1992), porém Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes, tem sido reportados
como excecgoes (Freer & Detroy, 1982; Leatham & Kirk, 1983). O estudo de Boyle (1998),
confirma isto, mas podem existir diferengas ente linhagens de um mesmo fungo.

Viérios autores estudaram a influéncia de diversas fontes inorganicas e
organicas de nitrogénio sobre o crescimento de espécies de Pleurotus e Agrocybe, obtendo
resultados bastante varidveis e sem conclusdes quanto a necessidade de se suplementar o
substrato com fonte externa de nitrogénio (Zadrazil & Brunnert, 1980).

De qualquer forma, diferencas metabdlicas entre espécies e entre
linhagens de uma mesma espécie podem causar grandes diferengas na habilidade de utilizagao
de fontes de nitrogénio, dependendo da capacidade de se manter o pH do substrato. Quando o
nitrogénio utilizado pelo fungo ¢ proveniente de um sal, um rapido crescimento pode ser
mantido somente se um outro ion mantém o pH 6timo de crescimento, ou ¢ metabolizado
aproximadamente & mesma taxa do ion que contém o atomo de nitrogénio. Se uma dessas
condi¢des ndo ocorre, o substrato pode se tornar demasiado alcalino ou acido, dependendo do

sal utilizado (Kurtzman & Zadrazil, 1982)
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4.3. Substratos

A serragem ¢ um componente largamente utilizado, na maioria das
misturas, para a produ¢do de sementes e cultivo axénico do shiitake (Eira et al 1997). A
quantidade deste material pode variar de 60% a 90% da massa seca total da formulagdo do
substrato. A serragem de eucalipto ¢ mais comumente usada, embora a de outras espécies
podem ser utilizadas (Han et al., 1981).

A utilizagdo de outros substratos, além da serragem, como os
substratos a base de residuos agro-industriais, no cultivo axénico, ¢ uma alternativa
perfeitamente possivel uma vez que o micélio do shiitake ¢ apto a crescer em uma grande
variedade de residuos lignocelulésicos, oriundos na grande maioria do setor agro-industrial
(Lacaz et al., 1970).

O tempo requerido para o shiitake degradar o substrato ¢ relacionado
com o tamanho das particulas. Particulas grandes s3o degradadas mais vagarosamente que as
menores, por causa de sua pequena area especifica (Przybylowicz & Donoghue, 1988).

A decomposi¢do estd relacionada a quantidade de celulose,
hemicelulose e lignina. A quantidade dessas substancias varia de acordo com o tipo de residuo
vegetal, por exemplo, em madeira (dependendo da madeira) varia entre 35-45% de celulose,
25-40% de hemicelulose e 20-35% de lignina. J& em palhas, a porcentagem de lignina ¢
menor, variando de 10-20%, o teor de celulose entre 35-45% e o de hemicelulose, entre 25-
30% (Boyle, 1998).

O Lentinula edodes tem sido cultivado com outros materiais, sozinhos
ou misturados com serragem. Entre eles incluem palhas, sabugos de milho e outros residuos

agricolas como o bagaco de cana-de-agucar (Przybylowicz & Donoghue, 1988).
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Com relagdo ao bagaco de cana-de-agucar, suas principais
caracteristicas sdo: 100 a 150 kg.m™ de densidade e 48,21% de matéria seca. A matéria seca
compde-se de: 1,86% de proteina bruta, 45,09% de fibra bruta, 48,06% de extrato nao
nitrogenado, 2,26% de extrato etéreo e 2,73% de matéria mineral. Dentro da fracdo fibra bruta,
predomina a celulose com 44,69%, a hemicelulose com 22,91% e a lignina com 14,89%
(Burgi, 1985).

Rossi (1999) verificou que o bagaco de cana-de-agucar necessita ser
suplementado e que, quando feita com farelo de arroz, no cultivo axénico do shiitake,
proporcionou melhor velocidade de crescimento micelial. Segundo Sturion (1994) o bagaco de
cana-de-agucar, quando acrescido de suplementos, ¢ passivel de ser utilizado para a producao
de basidiomicetos comestiveis.

Segundo Rajarathnam & Bano (1987), a produtividade esta
relacionada com a qualidade da “semente”, pois quanto menor for o vigor do indéculo menor
sera a velocidade de colonizacdo do substrato, quando em condigdes ndo assépticas,
possibilitando um maior aparecimento de fungos contaminantes e consequentemente uma

menor produtividade de cogumelos.
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5. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Mddulo de Cogumelos Comestiveis
do Departamento de Produgdo de Vegetal, localizado na Fazenda Experimental Lageado,

Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista - UNESP.

5.1. Linhagens
Neste trabalho foram utilizadas as linhagens de Lentinula edodes
BMA-LE 96/17 ¢ BMA-LE 99/55, provenientes da micoteca do Mddulo de Cogumelos
FCA/UNESP, identificadas aqui como L17 e LS55, respectivamente, sendo a primeira,

geralmente, utilizada na producado de shiitake em toras e, a segunda, para cultivo axénico.

5.2. Substratos

Os materiais utilizados como base para compor os substratos de cultivo
foram a serragem de eucalipto e o bagaco de cana-de-agucar. Nesses substratos estudou-se o
efeito de 3 quantidades de farelos (0%, 10% e 20%) formando, dessa maneia, 6 tipos de
substratos identificados da seguinte forma: S0%, S10%, S20% (serragem) e B0%, B10% e

B20% (bagago de cana-de-agtcar).
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Nas varias fases do experimento, utilizou-se a mesma formulagdo de

cada substrato que em base seca ficaram:

- S0%: 96% de serragem + 4% de CaCO;

- S10%: 86% de serragem + 5 % de farelo de trigo + 5% de farelo de
arroz +4% de CaCOs3

- S20%: 76% de serragem + 10 % de farelo de trigo + 10% de farelo
de arroz +4% de CaCOs;

- B0%: 96% de bagaco de cana-de-agtcar + 4% de CaCOs

- B10%: 86% de bagaco de cana-de-agucar + 5 % de farelo de trigo
+ 5% de farelo de arroz +4% de CaCOs

B20%: 76% de bagaco de cana-de-agucar + 10 % de farelo de trigo
+ 10% de farelo de arroz +4% de CaCOs
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5.3. Cinética de crescimento miceliano em meio de cultura
Este experimento foi dividido em duas partes: adaptacdo micelial e

determinagdo do crescimento miceliano em area.

5.3.1. Adaptacao micelial

Antecedendo o experimento de determinacdo da area, fez-se a
inoculacdo das linhagens nos diferentes meios de cultura para aumentar a adaptagdo do fungo
aos nutrientes e diminuir a interferéncia de outros fatores na tomada dos dados.

Os meios de cultura foram preparados a partir dos extratos de cada
substrato, obtidos por fervura, de 200g de substrato misturado a 1L de dgua destilada. Apos
15 minutos de ebuli¢do, a mistura foi coada e cada extrato recebeu 10g L de dextrose e 15g
L' de 4gar, completando-se o volume a 1L, em frascos de vidro do tipo Duran e autoclavando-
se a 120°C (1 atm), por 30 minutos.

A técnica utilizada para obtengdo da matriz primaria foi a da
reproducdo vegetativa. Para isto, foram colhidos, na area de producdo do Modulo de
Cogumelos da UNESP, basidiocarpos da linhagem L17 e L55 em tora e em substrato axénico,
respectivamente.

Os meios de cultura contidos em frascos de vidros do tipo Duran foram
vertidos para placas de Petri, em camara de fluxo laminar e, apés a completa solidificagdo do
meio de cultura, ainda sob as mesmas condigdes, foi feita a inoculacdo dos fragmentos dos
basidiocarpos. Cada placa de Petri, recebeu um fragmento de basidiocarpo, de 2 a 4 mm de
comprimento, no centro da placa e, em seguida, foram identificadas, com a linhagem

inoculada (L17 ou L55), o material base (serragem ou bagaco de cana-de-agtcar e o nivel de
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farelo (0, 10 ou 20%). As placas inoculadas foram postas em BOD, onde o micélio se
desenvolveu a 25°C.

O micélio desenvolvido em placas serviu como indculo da fase
seguinte de determinacdo do crescimento miceliano em area. Assim que o micélio atingiu a
distancia de, aproximadamente, 5 mm do final da placa, fez-se a transferéncia, em camara de
fluxo laminar, para novas placas contendo o mesmo meio de cultura de origem. Utilizou-se um
cortador circular com 1,3 cm de didmetro para o corte do meio de cultura, com micélio, e,

depois com o auxilio de uma alga estéril fez-se a transferéncia para a outra placa.

5.3.2. Determinacio do crescimento miceliano em area.

Os meios de cultura inoculados foram postos para incubar em BOD a
25°C. Antes, porém, cada placa foi marcada com 4 retas, interceptando-as ao centro e, dessa
forma, dividindo a placa com 8 raios. Foram feitas medidas até a completa colonizagdo das
placas, a primeira medida foi 3 dias apos a inoculagdo e as demais a 5, 6, 7, 8, 10, 11 e 13 dias.
Foram feitas sempre proximas do horario em que foi realizada a inoculagdo, para o
fechamento de ciclos de 24 horas.

As oito medidas foram utilizadas para calcular a area de crescimento
do micélio no meio de cultura, em cada dia de medigdo. Apos a analise estatistica (item 5.5.1)
dos parametros relacionados a area, calculou-se a velocidade instantinea de crescimento,

permitindo, a partir disto, o estudo da cinética de crescimento miceliano em meio de cultura

conforme o item 6.1.
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O delineamento adotado foi inteiramente casualizado (DIC), em
experimento fatorial 3x2x2 (3 niveis de farelo, 2 substratos base e 2 linhagens), com 4

repeticoes.

5.4. Cinética de crescimento miceliano em substrato
O micélio crescido no meio de cultura, no experimento anterior,
possibilitou a instalacdo deste, em substratos. Este experimento foi dividido em duas fases:
adaptacdo do micélio e determina¢do do crescimento miceliano em volume. Para as duas

fases, foram utilizadas as formulas dos substratos descritas no item 5.2.

5.4.1. Adaptacio do micélio
A preparagdo dos materiais, para a instalacdo da fase de adaptacao
micelial, foi feita a partir da verificagdo do teor de umidade (Quadro 1) de cada um deles, por
secagem sob radiagdo infravermelha.

Quadro 1. Teor de umidade dos componentes dos substratos

Bagaco de cana-de-agticar Serragem Farelo de trigo  Farelo de arroz

Teor de umidade (%) 40 11 10 11

Descontando-se a porcentagem de umidade existente, cada material
teve sua massa medida, conforme quantidade especificada na férmula (5.2), em relagdo a
matéria seca. Para maior homogeneidade, os materiais foram misturados ainda secos, com o
auxilio de uma betoneira e, apds alguns minutos, adicionou-se 4gua para corre¢ao da umidade

para 60%.
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Cada substrato, apdés a correcdo da umidade, e devidamente
homogeneizado, foi colocado em frascos de vidros transparentes e cilindricos, com o auxilio
de um funil de boca larga, na quantidade de 200g por frasco. Os substratos feitos a base de
bagago de cana-de-aglicar necessitaram de uma ligeira compressdo para ficarem com
densidade similar aos substratos a base de serragem. Os frascos de vidros foram fechados, com
tampa tendo um respiro de algoddo, para propiciar as trocas gasosas, e identificados. Apds
estas operagoes, os frascos foram autoclavados a 120°C (1 atm), por um periodo de 3 horas
(Eira et al, 1997)

Apbs a esterilizacdo, os substratos foram inoculados com o micélio, de
mesmo tratamento, proveniente do experimento anterior (determinacdo de crescimento em
area). Todo o processo de inoculagdo foi feito em camara de fluxo laminar. Apds a inoculagdo
e identificacdo (linhagem, substrato e nivel de farelo) os frascos foram acondicionados em sala
com temperatura controlada a 25°C. Apods a completa colonizacdo, deu-se inicio a segunda

etapa do experimento.
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5.4.2. Determinacio do crescimento miceliano em volume
Para a determinacdo do crescimento em volume segui-se as seguintes
etapas: preparo dos substratos, preparo dos tubos de ensaio, preenchimento dos tubos de

ensaio, inoculagao e coleta de dados.

5.4.2.1. Preparo dos substratos
Os substratos foram preparados conforme a formula do item 5.2 e,
mesma metodologia a do item 5.4.1 para determinagdo do teor de umidade dos materiais
(Quadro 2).

Quadro 2. Teor de umidade dos componentes dos substratos

Bagaco de cana-de-agticar Serragem Farelo de trigo  Farelo de arroz

Teor de umidade (%) 46 12,5 10 11

Cada substrato foi preparado, separadamente, de acordo com a
seguinte ordem: medi¢do dos materiais (massa seca), homogeneizagdo, adicdo de agua (para

corre¢do da umidade a 60%, preenchimento dos tubos de ensaio, fechamento e identificacao.

5.4.2.2. Preparo dos tubos de ensaio
Utilizaram-se tubos de ensaio de 23mm de diametro por 200mm de
comprimento e, antes que recebessem os substratos, para evitar uma alta concentragdo de CO,
no final do substrato, foi colocada, no fundo do tubo de ensaio, uma tampa de plastico de

20mm de didmetro por 25mm de comprimento, com o fundo voltado para cima, e uma
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circunferéncia de papelao perfurada, colocada acima da tampa, criando, dessa forma, uma

regido com ar.

5.4.2.3. Preenchimento dos tubos de ensaio
Foram colocados 20g de substrato por tubo de ensaio e, os substratos a
base de bagaco de cana-de-agucar, para que ficassem com a densidade similar aos de
serragem, foram submetidos a uma ligeira compressao até atingirem a altura dos substratos a
base de serragem, que foi de 7,7 cm.
Cada tubo de ensaio foi fechado com um chumago de algodao e este,
coberto com um papel. Depois de identificados, foram autoclavados a temperatura de 120°C (1

atm) por 1 hora.

5.4.2.4. Inoculacio e coleta de dados

Os substratos, em tubos de ensaio, foram inoculados com o micélio
crescido nos frascos de mesmo tratamento. O processo de inoculagdo foi realizado em camara
de fluxo laminar. Retirou-se, com uma pinga, uma quantidade de indculo suficiente para cobrir
a superficie do substrato contido nos tubos de ensaio, e, em todos os tubos, foi feita uma
ligeira pressdo para aproximar, adequadamente, o indculo ao substrato. Apds a inoculagdo, os
tubos de ensaio foram identificados (linhagem, substrato e nivel de farelo) e, em seguida,
foram marcados com 8 retas do inicio ao fim do substrato, no sentido longitudinal do tubo de
ensaio, para a coleta de dados. Ao término destes procedimentos, os tubos de ensaio foram

incubados em BOD a 25°C.
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As medidas foram feitas até a completa colonizagdo do substrato. A
primeira medida foi 3 dias ap6s a inoculagdo e, as demais, a 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 18,
19 e 21 dias apds, sendo feitas sempre proximas do horario em que foi realizada a inoculacao
(ciclos de 24 horas).

As oito medidas foram usadas para calcular o volume de crescimento
do micélio no substrato no decorrer da incubacdo, em cada dia de medigdo. Apos a andlise
estatistica dos parametros relacionados ao volume, calculou-se a velocidade instantdnea de
crescimento e o estudo da cinética de crescimento miceliano em substrato conforme item 6.2.

O delineamento estatistico adotado foi inteiramente casualizado, com 6

repeti¢des, num esquema fatorial de 3x2x2.

5.5. Metodologia Estatistica
A metodologia estatistica utilizada para avaliar a velocidade de

crescimento miceliano seguiu modelos de regressao nao linear, sendo detalhados a seguir.

5.5.1. Cinética de crescimento miceliano em meio de cultura
Para o estudo do crescimento em area de miceliagdo, segundo os
tratamentos ja definidos, foi utilizado o modelo de regressdo nao linear, ajustado para cada

uma das repeti¢des, dos tratamentos:

Yij:a+,6’}/x+eij (1)
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sendo os indices:

j=1,2,3,.., 12 (tratamentos);

i=1,2,3,4 (repetigdes);

Y;; = area de crescimento na repeti¢do i e tratamento j;

x = dias

eij = componente aleatorio ou ruido na amostra i € no tratamento j.

a = parametro de locacdo
f e ysdo parametros de forma do modelo, relacionados a velocidade instantdnea em
um determinado dia. Pode-se avaliar os efeitos dos parametros do componente
deterministico f{x)= a+f(3)", na velocidade instantinea, analisando-se a expressdo da

primeira derivada em relacdo a x (tempo) f”(x)=df/dx

()= py" In(y) )

Esta expressdo define, portanto, a velocidade instantdnea de
crescimento (cm’dia™) para cada repeti¢io em cada tratamento. Verifica-se que a velocidade
instantanea de crescimento ¢ funcdo dos parametros beta e gama.

Para a comparacao dos pardmetros do modelo de regressdo nao linear
(alfa, beta e gama) foi feita analise de varidncia ndo paramétrica com aplicagdo do teste de
Kruskal-Wallis. Nos casos em que houve diferenca significativa por esse teste, foram
aplicados os seguintes testes: para cada linhagem, Student-Newmam-Kills (SNK) ao nivel de

5% significancia e, para cada meio de cultura, Mann-Whitney ao nivel de 5% de significancia.
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5.5.2. Cinética de crescimento miceliano em substrato
Para o estudo do crescimento em area de miceliacdo, segundo os
tratamentos ja definidos, foi utilizado o modelo de regressdo nao linear, ajustado para cada

uma das repeti¢des, dos tratamentos:

y,=a+ 1{”—7} ‘e, 3)

-y+0+x
f, e o sdo parametros de forma do modelo, relacionados a velocidade instantanea em
um determinado dia. Pode-se avaliar os efeitos dos parametros do componente

x+y

deterministico f{x) =« + ,Bln[—
-y+o+x

], na velocidade instantinea, analisando-se a

expressao da primeira derivada em relagdo a x (tempo) f”(x)=df/dx.

(27 +0)B
x+y)(—}/—5+x)

1= )

Esta expressdo define, portanto, a velocidade instantinea de
crescimento (cm’/dia) para cada repeti¢io em cada tratamento. Verifica-se que a velocidade
instantanea de crescimento ¢ fun¢do beta, gama e delta.

Para comparacdo dos parametros do modelo de regressdo ndo linear
(beta, gama e delta), referentes a cada um dos tratamentos, foi feita Andlise de Variancia nao
paramétrica com aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis. Nos casos em que houve diferenca
significativa por esse teste, foram aplicados os seguintes testes: para cada linhagem, Student-
Newmam-Kills (SNK) ao nivel de 5% de significancia e, para cada substrato, Mann-Whitney

ao nivel de 5% de significincia.
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6. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos em funcdo da metodologia adotada serdo
apresentados em quadros e figuras de acordo com os itens a seguir.

6.1. Cinética de crescimento miceliano do Lentinula edodes em meios de cultura.

Para o estudo da cinética de crescimento miceliano em meio de cultura
foram feitas as comparagdes dos parametros estatisticos e posteriormente a construgdo das
curvas de velocidade.

O componente deterministico usado para obtengdo da darea de
crescimento do Lentinula edodes nos tratamentos, ¢ fung¢do beta e gama, como se pode
observar pela equacdo (1) citada em 5.5.1. lembrando que quando betas e gamas estimados,
tem resultados diferentes (por exemplo: betas significativos e gamas ndo significativos), nas
comparagdes entre os mesmos tratamentos, ¢ assegurada a diferenga estatistica entre eles
(Passos, 1999)".

Analisando-se os betas e gamas medianos (Quadros 3 e 4), foi
observado que o maior valor de gama gerou velocidade instantanea final maior (Figuras 1 e 2),
e os betas , aparentemente, tiveram relagdo com a velocidade inicial, embora isto ndo tenha
sido confirmado em todos os casos.

Os maiores valores de gama estimado, para cada linhagem, foram
encontrados em serragem com farelos, como confirmam as Figuras 1 e 2, mostrando ser este o

melhor substrato para crescimento em superficie.

! Informagio pessoal: PASSOS, J.R.S.. Professor de Estatistica Experimental do Instituto de Bioestatistica/
FMVZ /UNESP.
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Quadro 3 - Comparacao entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de
Mann-Whitney, segundo linhagem e meio de cultura.

Substratos
Linhagem Serragem Bagaco de cana-de-acucar
S0% S10% S20% B0% B10% B20%
L17 3,74%%% 5 (758 3,58% 18,16 526 5,201
L55 13,56 3,831 9,655 4,80 20,7548 3804

* Letras maiusculas: Para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos
de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Student-Newmam-Kills. Letras minasculas: Para cada substrato, linhagens
representadas pela mediana seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente ao nivel
de 5% de significancia pelo teste de Mann-Whitney. Medianas referentes a 4 repetigdes.

Quadro 4 - Comparacdo entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de
Mann-Whitney, segundo linhagem e substrato.

Substratos
Linhagem Serragem Bagaco de cana-de-acucar
S0% S10% S20% B0% B10%  B20%
L17 1,20%% 1247 1,295 1,09 1,23%  1,25%
L55 1,1288 1,284 1,194 1,24"° 1,135 1,098

* Letras maiusculas: Para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos

de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Student-Newmam-Kills. Letras mintsculas: Para cada substrato, linhagens

representadas pela mediana seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente ao nivel

de 5% de significancia pelo teste de Mann-Whitney . Medianas referentes a 4 repeticdes
Observando as curvas dos varios tratamentos, para as duas linhagens,

pode-se enfatizar alguns resultados: verificou-se que L17, ao longo do tempo, obteve

velocidades instantdneas em S20%, significativamente maiores do que nos demais meios

(Figura 1 e Quadro 28, em anexo) e, em L55, varios meios de cultura foram colonizados

completamente ao 10° dia, porém o meio S10% teve uma velocidade significativamente

superior aos demais tratamentos (Figura 2 e Quadro 29, anexo).
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Estes resultados serdo discutidos nos itens seguintes, onde sera

explorada a influéncia da adicdo farelos e dos substratos utilizados como base, na velocidade

de crescimento miceliano em area.
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Figura 1. Curvas das velocidades instantineas de crescimento miceliano de L17 nos varios meios de cultura.

Figura 2. Curvas das velocidades instantaneas de crescimento miceliano de L55 em véarios meios de cultura.
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6.1.1. Efeito da porcentagem de farelo

Analisando-se os parametros beta e gama de L17 (Quadro 5 e 6,
respectivamente) verificou-se que os maiores valores de beta, tanto em serragem quanto em
bagaco de cana de acucar, resultaram em velocidades instantidneas iniciais maiores € 0s
maiores valores de gama, assim como mencionado no item 6.1, resultaram em velocidades
instantaneas finais maiores(Figura 3 ¢ 4)

Quadro 5 - Comparagdo entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para L17

em serragem ¢ em bagago de cana-de-agucar, suplementados com varias
porcentagens de farelos.

Serragem
S0% S10% S20%
3,74 5,07% 3,58"
L17 Bagaco de cana-de-agticar
B0% B10% B20%
18,16" 5,26° 5,29"

*Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Student-
Newmam-Kills. Medianas referentes a 4 repetigdes.

Quadro 6 - Comparagao entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para L17
em serragem e em bagaco de cana-de-acucar, suplementados com varios niveis

de farelos.
Serragem
S0% S10% S20%
1,20"* 1,24° 1,29
L17 Bagaco de cana-de-acticar
B0% B10% B20%
1,09* 1,23 1,25

* Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 4 repetigoes.
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A resposta a adicdo de farelos na velocidade instantinea de
crescimento para L17, em serragem (Figura 3 e Quadro 30, anexo), mostra que a velocidade
de crescimento de area teve um aumento proporcional a adi¢ao de farelos.

Em bagago de cana-de-agucar (Figura 4 ¢ Quadro 31, em anexo), a
velocidade de crescimento de area foi dependente da adicdo de farelos, porém entre as
quantidades de 10 e 20% nao houve diferenca significativa.

A suplementagdo em meio de cultura, para esta linhagem, foi
fundamental no aumento da velocidade instantanea de crescimento de area, com relagdo a isso,
Reid (1983) verificou que a utilizagdo de formas mais complexas de N (proteina de milho e
farelo, extrato de levedura, extrato de malte e peptona) ocasionou um crescimento maior em
culturas de Phanerochaete chrysosporium.

Straatsma et al (1991), verificou que os meios nutricionalmente mais

ricos promoveram a formagao de um micélio mais vigoroso do que os meios pobres.
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Figura 3. Curvas de velocidade instantdnea de crescimento miceliano de L17 em meios de
cultura a base de serragem com varias quantidades de farelo.
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Figura 4. Curvas de velocidades instantaneas de crescimento miceliano para L17, em meios de
cultura a base de bagaco de cana-de-acticar com varias quantidades de farelo.
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Para L55, as comparagdes entre betas e gamas (Quadro 7 e 8
respectivamente) revelaram que os maiores valores de beta tiveram relagdo com a velocidade
instantanea inicial apenas em bagago de cana-de-acucar (Figura 6), ndo ocorrendo o mesmo
em serragem. Os maiores valores de gama resultaram em velocidade final maior, tanto para
serragem quanto para bagago (Figura 5 e 6 respectivamente).

Quadro 7 - Comparagdo entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para L55
em serragem ¢ em bagaco de cana-de-agucar, suplementados com varios niveis de

farelos.
Serragem
S0% S10% S20%
13,56+ 3,83" 9,65"
L55 Bagaco de cana-de-acticar
B0% B10% B20%
4,80* 20,75" 38,04°

* Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Student-
Newmam-Kills. Medianas referentes a 4 repetigdes.

Quadro 8 - Comparagdo entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para L55
em serragem e em bagaco de cana-de-acucar, suplementados com vdrios niveis

de farelos.
Serragem
S0% S10% S20%
1,12%% 1,28° 1,19°
L55 Bagaco de cana-de-aglicar
B0% B10% B20%
1,24% 1,13° 1.09°

* Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 4 repetigoes.
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Para L55, em serragem (Figura 5), a elevagcdo nas porcentagens de
farelo ndo promoveu o aumento da velocidade de area de miceliagdo (Quadro 32, em anexo),
mas esta foi dependente da adicdo de farelos, uma vez que sem suplementacdo o micélio
demorou a finalizar a coloniza¢do. A maior velocidade de arca de micelia¢do foi encontrada
com a adi¢do intermedidria de 10% de farelos, a partir do 8° dia. O limite do diametro da placa
impediu a constatagdo de que esta velocidade permaneceria crescente nos dias seguintes,
porém pode-se imaginar que sim.

Em bagaco de cana-de-agucar, da mesma forma que em L17, B10% e
B20% (Figura 6) (Quadro 33, em anexo), foram construidos em uma Unica curva de
velocidade instantanea de crescimento, por ndo apresentarem diferenca significativa entre eles.
No entanto, em L55, ao contrario do que ocorreu em L17, a curva de velocidade instantanea
de crescimento foi independente da adi¢do de farelos. O aumento da velocidade em B0% ,
com o tempo, foi superior aos demais tratamentos. O limite da placa também impossibilitou
verificar a velocidade nos demais dias, mas como no caso anterior, também se supde que
permaneceria crescente.

Segundo Dix & Webster (1995) quando as condigdes nutricionais ao
redor do micélio s3o insuficientes, ao invés da produgdo de “biomassa” estimada por dia o
crescimento ¢ direcionado para as hifas principais, permitindo-as a um crescimento mais
acelerado.

Os resultados de velocidade, em bagaco de cana-de-agucar, coincidem
com os encontrados por Rossi (1994), quando testou este material com varias porcentagens de
farelo e verificou que baixos indices de farelo promoveram maior velocidade de miceliagdo de

L.edodes. No entanto, diferencas metabodlicas entre espécies e entre linhagens de uma mesma
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espécie podem causar grandes diferengas na habilidade de utilizagcao do nitrogénio (Kurtzman

& Zadrazil, 1982).
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Figura 5. Curvas de velocidade instantanea de crescimento de L55, em meios
de cultura a base de serragem com varias quantidades de farelo.
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Figura 6. Curvas de velocidade instantanea de crescimento miceliano para L55, em meios de
cultura a base de bagaco de cana-de-aglcar, com varias quantidades de farelo.
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Analisando-se os betas (Quadro 9) com diferenca significativa

verificou-se que os maiores valores deste pardmetro resultaram em velocidade instantdnea

inicial maior e maiores valores de gama (Quadro 10) velocidade instantinea final maior, como

pode ser verificado na Figura 7.

Quadro 9 - Comparagdo entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), segundo
L17 e porcentagens de suplementacdo de farelos, em serragem e bagaco de cana-

de-agucar
Substratos
S0% B0%
3,745 18,16°
S10% B10%
L17 5,074 526"
S20% B20%
3,58% 5,298

* Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de

Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 4 repeti¢des.
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Quadro 10 - Comparacdo entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK),
segundo L17 e porcentagens de suplementacdo de farelos, em serragem e bagago
de cana-de-acucar.

Substratos
S0% B0%
1,20%* 1,09°
S10% B10%
L17 1,24* 1,234
S20% B20%
1,29 1,25"

* Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 4 repeti¢des.

A influéncia dos substratos base, serragem e bagaco de cana-de-
agucar, na velocidade instantanea de crescimento miceliano de L17, em cada porcentagem de
farelo, pode ser verificado na Figura 7 e nos Quadros 34, 35 e 36, em anexo.

A serragem promoveu velocidades significativamente maiores de
crescimento de area em relacao ao bagaco de cana-de-agucar, exceto no nivel 10% que nao
houve diferenca entre os materiais utilizados como base.

Com relagdo a serragem como material base o mesmo foi observado
por Teixeira (1996), que enriquecendo serragem de Eucaliptus grandis com farelo de arroz

promoveu maior velocidade de miceliacao.
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Figura 7. Curvas de velocidade instantaneas de crescimento miceliano de .17, em meios de
cultura, conforme efeito do substrato base utilizado.

Analisando-se os parametros beta (Quadro 11) verificou-se que os
maiores valores deste parametro resultaram e uma velocidade instantdnea inicial maior € nos
maiores valores de gama (Quadro 12) em uma velocidade instantanea final maior, como pode

ser observado na Figura 8.

Quadro 11 - Comparagdo entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), segundo
L55 e porcentagens de suplementacdo de farelos, em serragem e bagaco de cana-

de-acucar.
Substratos

S0% B0%

13,56"* 4,80°

S10% B10%

L55 3,834 20,75°

S20% B20%

9,65" 38,04"

* Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 4 repeti¢des.

Quadro 12 - Comparacdo entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK),
segundo L55 e porcentagens de suplementacao de farelos, em serragem e bagago
de cana-de-agucar.

Substratos
S0% B0%
1,12%% 1,24°
S10% B10%
L55 1,284 1,13"
S20% B20%

1,194 1,098
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* Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 4 repetigoes.

Em L55 (Figura 8), a serragem promoveu maiores velocidades de area
de miceliagdo (Quadros 37, 38 e 39, anexos) ao longo do tempo, exceto em 0% em que o
bagaco de cana-de-agticar foi melhor material base em relagdo a serragem.

Embora a serragem tenha se mostrado melhor material base, o bagago
de cana-de-agucar iniciou com velocidades maiores, a quantidade de nutrientes soluveis
extraidos do bagaco de cana-de-aglicar, provavelmente mais elevado do que em serragem,
possibilitou velocidade instantinea inicial superior, em comparagdo a da serragem, conforme

a area de crescimento foi aumentando esses aclcares presentes no meio a base de bagaco de

cana-de-agucar tornaram-se insuficientes para manter o crescimento naquela velocidade.



10
y0O0OOo
3
_ y0OOOO

S :5 S0%

°T 6 —2—B0%
g

44
2
0 T T T T T T T l
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)
124
y0OOOo
10 A
. y0OOOo

T

23 —=—$10%
'E —4—B10%
S

= 4

k:

>

2
0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)
12 4
104 y0O0OOo
3
s YO oooo

57,

t 3 6 « —=—820%
T 4 B20%
<

4
2
0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo (dias)

Figura 8. Curvas de velocidades instantaneas de crescimento de L55, em meio de cultura,
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6.2. Cinética de crescimento miceliano do Lentinula edodes em substratos

A velocidade de crescimento miceliano do Lentinula edodes, em
substrato, ¢ funcdo dos parametros beta, gama e delta. No entanto, os resultados dos betas e
gamas estimados, nos quadros que se seguem, foram iguais, o que implica dizer que o
resultados de comparagdo entre os deltas estimados, dos tratamentos, podera ajudar a concluir
se ocorreu diferenca significativa ou ndo. Lembrando que basta um dos dois lados dos
parametros estimados (de um lado beta e gama, de outro delta) ter resultado significativo para
que se conclua que as velocidades sdo estatisticamente diferentes.

O componente deterministico usado para obten¢do do volume de
crescimento do Lentinula edodes nos tratamentos, ¢ funcdo beta, gama e delta como se pode
observar pela equacdo (3) citada em 5.5.2. Nao foi encontrada nenhuma relagdo direta dos
pardmetros estimados beta, gama e delta (Quadros 13, 14 e 15, respectivamente) com as
velocidades instantaneas de crescimento miceliano em volume (Figuras 9 e10) embora gama
tenha apresentado, em alguns casos, relagdo com velocidade inicial de crescimento e, delta
com a velocidade final, isto ndo foi observado de forma que se pudesse concluir uma relagao

entre eles.
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Quadro 13 - Comparagdo entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de
Mann-Whitney, segundo linhagem e substrato.

Substratos
Linhagem Serragem Bagaco de cana-de-acucar
S0% S10% S20% B0% B10%  B20%
L17 1,205 0,974 0,84 1,055 0,98% 1,05
L55 0,945° 1,40°° 1,114 1,054 1,06%* 0,96

* Letras maitsculas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos
de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Letras minusculas: para cada substrato, linhagens representadas
pela mediana seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Mann-Whitney. Medianas referentes a 6 repeticdes

Quadro 14 - Comparacdo entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de
Mann-Whitney, segundo linhagem e substrato.

Substratos
Linhagem Serragem Bagaco de cana-de-acucar
S0% S10% S20% B0% B10% B20%
L17 1,208 0,974 0,84%* 1,054 0,981 1,054
L55 0,948° 1,40¢° 1,114° 1,054 1,06 0,96

* Letras maiusculas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos
de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Student-Newmam-Kills. Letras mintsculas: para cada substrato, linhagens
representadas pela mediana seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao
nivel de 5% de significancia pelo teste de Mann-Whitney. Medianas referentes a 6
repeticoes

Quadro 15 - Comparagao entre os deltas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de
Mann-Whitney, segundo linhagem e substrato.

Substratos
Linhagem Serragem Bagaco de cana-de-acucar
S0% S10% S20% B0% B10% B20%
L17 27,9 20,6 22,592 18,15 20,04 18,15
L55 25,48 24,5 23,348 22,6"° 23,7°° 22,410

* Letras maiusculas: para cada linhagem, substratos representados pela mediana, seguidos
de mesma letra, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste
de Student-Newmam-Kills. Letras mintsculas: para cada substrato, linhagens
representadas pela mediana seguidas de mesma letra, ndo diferem significativamente ao
nivel de 5% de significancia pelo teste de Mann-Whitney. Medianas referentes a 6
repeticoes
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Assim como foi feito para os meios de cultura, atribuiu-se também aos
tratamentos, estatisticamente iguais, uma Uunica curva de velocidade instantanea de
crescimento e curvas independentes, aos com diferencga estatistica.

O volume de crescimento miceliano em substratos, dentro de tubos de
ensaio, gerou curvas de velocidade instantdneas que merecem algumas consideragdes iniciais,
antes de serem apresentadas.

Na verdade, o uso de sacos plasticos pelos produtores de semente, ¢
bastante similar a condi¢do do cilindro (tubo de ensaio). Normalmente, alguns dias apos a
inoculacdo, agita-se o saco plastico distribuindo o inéculo, com isso, pode-se obter uma
velocidade de crescimento volumétrico de até o cubo do tempo de incubagdo, tal como
enfatizado por Stanier et al. (1969). O desenvolvimento do micélio oriundo de um ponto de
inoculacdo, em substrato solido, ¢ dado pela extensdo radial da hifa em trés dimensoes, e
assume um formato convexo (esférico) tal como o de culturas liquidas, agitadas orbitalmente.
As enzimas extracelulares ajudam na penetragdo do substrato sélido, mas a profundidade de
penetragdo ¢ dependente da adequada aeracgao (Dix & Webster, 1995).

Sob essas circunstancias, observou-se no presente trabalho que a
adaptacdo do micélio (crescimento anterior em frascos) e limitagdo do diametro do tubo, onde
o micélio foi, "direcionado" a crescer apenas para baixo, foram fatores que contribuiram, nos
primeiros dias, para uma grande velocidade instantanea de crescimento miceliano em volume,
em todos os tratamentos. No entanto, em seguida, ocorreu uma queda acentuada da velocidade
instantanea, e depois, permaneceu praticamente constante em alguns tratamentos (meio do

tubo). A partir deste ponto, a velocidade instantanea voltou a aumentar, em dire¢do ao final do
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substrato, onde, pela metodologia adotada havia uma concentragdo provavelmente maior de
oxigénio no fundo do tubo e maior possibilidade de trocas gasosas.

Acredita-se que se uma simulagdo tridimensional fosse realizada,
relativamente ao crescimento miceliano do cilindro utilizado, os valores das velocidades
(cm’dia™) poderiam ser pelo menos quatro vezes maior do que os encontrados.

A diminui¢do da velocidade instantanea de crescimento miceliano, no
meio do tubo, pode ter sido ocasionado, provavelmente, pela baixa oxigenacdo do substrato
neste ponto, como verificaram Leatham & Stahmann (1987), que a troca gasosa inadequada ¢é
fator inibitorio para o crescimento micelial de L. edodes, ou ainda por outros fatores como o
acimulo de produtos finais toxicos e produgdo de metabdlitos secundarios (Stanier et al.,
1969, Prosser, 1994).

Parte do carbono existente nos substratos sofre oxidagao, resultando na
produgdo de “biomassa” junto com produtos finais do metabolismo. Em alguns substratos, ou
para algumas espécies, a oxidacdo pode ser ineficiente de forma que grande parte do ATP
produzido ¢ dirigido para outros propositos sem ser o de crescimento (Edwards, 1993).

No presente trabalho, a baixa oxigena¢do ndo ocasionou a parada
completa de crescimento, porém uma forte retracdo do processo. Sabe-se que através do
acumulo de reservas, os fungos sdo capazes de manter-se até encontrar condi¢des favoraveis
para a retomada normal de crescimento (Dickinson & Bottomley, 1980). Pode-se constatar
isto, com o aumento da velocidade instantdnea do meio para o final do tubo (maior

oxigenagao).
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As fases de declinio, no crescimento de uma cultura podem ser
causadas, entre outras coisas, pela exaustdo de algum nutriente que se tornou limitante ou pelo
acimulo de produtos residuais (Griffin, 1994). No caso do presente trabalho, a baixa
oxigenag¢do, no meio do tubo, e os substratos ndo suplementados com farelos, foram fatores
que alteraram o crescimento miceliano.

Observando os varios substratos de crescimento para L17 (Figuras 9),
verificou-se que em S20%, o micélio colonizou com velocidade de crescimento de volume,
estatisticamente, superior aos demais tratamentos (Quadro 40, anexo) e para L55 (Figura 10) a
velocidade de colonizagdo foi significativamente superior em S10% (Quadro 41, anexo).

Em L17 os substratos que tiveram maiores velocidades instantaneas no
3° dia, levaram mais tempo para colonizar o tubo, mas 0 mesmo nio ocorreu em L55, pois 0s
substratos com maiores velocidades, no 3° dia, foram os que colonizaram mais rapidamente.

Portanto, mesmo L17 tendo as maiores velocidades instantaneas
iniciais, a forte diminui¢do da velocidade instantinea no 5° dia, comparada a de LS55,
provavelmente relacionada a baixa oxigenagdo, faz supor numa maior sensibilidade desta
linhagem a essa condi¢do. A influéncia da adi¢ao de farelos e dos substratos utilizados como

base serdo analisados em seguida.
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Figura 9. Curvas de velocidades instantaneas de crescimento miceliano de L17 em varios
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6.2.1. Efeito da porcentagem de farelo
Os parametros beta, gama e delta de L17 (Quadros 16, 17 e 18,
respectivamente), assim como os de L55 (Quadros 19, 20 e 21, respectivamente) ndo
apresentaram alguma relagdo com as velocidades instantineas iniciais ou finais como ocorreu
em meio de cultura.
Quadro 16 - Comparagao entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para L17

em serragem e em bagago de cana-de-aglcar, suplementados com varias
porcentagens de farelos.

S0% S10% S20%
L17 1,208* 0,97* 0,84"
B0% B10% B20%
1,05* 0,98" 1,05"

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repetigoes.

Quadro 17 - Comparagdo entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para
L17 em serragem e em bagaco de cana-de-agucar, suplementados com varias
porcentagens de farelos.

S0% S10% S20%
L17 1,208* 0,97* 0,84*
B0% B10% B20%
1,05* 0,98" 1,05*

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repetigoes.
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Quadro 18 - Comparacao entre os deltas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para
L17 em serragem e em bagaco de cana-de-agucar, suplementados com varias

porcentagens de farelos.

S0% S10% S20%
L17 27,9%% 20,68 22,5¢
B0% B10% B20%
18,18 20,0* 18,1*

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repetigoes.

Quadro 19 - Comparacdo entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para L55
em serragem e em bagago de cana-de-aglcar, suplementados com varias

porcentagens de farelos.

S0% S10% S20%
Ay B C
Lss 0,94 1,40 1,11
B0% B10% B20%
1,05 1,06 0,96"

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repetigoes.

Quadro 20 - Comparagao entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), para
L55 em serragem e em bagaco de cana-de-agucar, suplementados com varias

porcentagens de farelos.

S0% S10% S20%
Ay B C
Lss 0,94 1,40 1,11
B0% B10% B20%
1,054 1,06* 0,96"

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repeticdes.
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Quadro 21 - Comparagdo entre os deltas estimados pelo teste de Student-Newmam-Kills
(SNK), para L55 em serragem e em bagacgo de cana-de-agucar, suplementados
com varias porcentagens de farelos.

S0% S10% S20%
A B C
Lss 254 24,5 23,3
B0% B10% B20%
22,6% 23,78 22,44

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repeti¢des.

Em serragem, a quantidade de 20% de farelo, para L17, além de
proporcionar maior velocidade instantdnea (Figura 13 e Quadro 42, anexo). A velocidade de
crescimento de volume foi proporcional a adi¢ao de farelos (Figura 11).

Os farelos sdo utilizados como uma das opgdes de enriquecimento,
principalmente para a suplementagdo de acido aspartico e tiamina que segundo Song et al.
(1987) conduzem ao maximo de miceliagdo. Teixeira (1996) obteve maior velocidade
miceliacdo para L. edodes com adicdo de farelo de arroz, superando os tratamentos com
levedura e dextrose mais levedura.

Os resultados encontrados por Capelari (1996) para Agrocybe perfecta
foram inversos, com o aumento da concentracdo de nitrogénio, foi observado menor
velocidade de colonizagao do substrato.

Na linhagem L55 (Figura 14) a suplementacdo, em serragem,
possibilitou maiores velocidades instantdneas de crescimento de volume (Quadro 43, anexo),

porém no substrato S10% o micélio teve uma colonizacdo mais rapida que nos demais

tratamentos (Figura 12).
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Figura 11. Efeito da quantidade de farelo haguebotidabdéede despiamtndaddede lfarelo
em serragem (14° dia).
Al A |, A

-

Figura 12. Efeito da quantidade de farelo, na velocidade de crescimento de L55,
em serragem (14° dia).
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Figura 13. Curvas de velocidades instantaneas de crescimento miceliano de L17 em substratos
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Figura 14. Curvas de velocidades instantaneas de crescimento miceliano de L55 em substratos
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Analisando os substratos a base de bagaco de cana-de-agucar, observa-
se que a adicdo de farelos, para L17 (Figura 17), ndo aumentou proporcionalmente a
velocidade de crescimento, porém os substratos suplementados tiveram velocidades superiores
em relacdo a B0% (Figura 15 ¢ Quadro 44, anexo). Verificou-se uma grande velocidade
inicial de L17 em B0%, ¢ isto pode ter sido devido as condi¢des nutricionais ao redor do
micélio, que quando sdo insuficientes, ao invés da producdo de “biomassa” o crescimento ¢
direcionado para as hifas principais, permitindo-as a um crescimento mais acelerado Dix &
Webster (1995).

Em L55, a adigdo de 10% de farelos, em bagago de cana-de-agucar
(Figura 18), resultou em velocidades instantdneas de crescimento de volume superiores a 0% e
20%, considerados estatisticamente iguais (Figura 16 ¢ Quadro 45, anexo), confirmando os
resultados encontrados, para esta linhagem, em meio de cultura a base de serragem (item
6.1.2) e em substrato a base de serragem, visto anteriormente, onde ocorreu um aumento

significativo da velocidade instantdnea com uma porcentagem intermediaria de farelos .
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Figura 15. Efeito do farelo na velocidade de crescimento de L17, em bagago de
cana-de-agucar (14° dia).

@

Figura 16. Efeito do farelo na velocidade de crescimento de L55 em bagaco
de cana-de-agucar (14°dia).
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Figura 17. Curvas de velocidades instantaneas de crescimento miceliano de L17, em substratos
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A adicao de farelos, tanto em serragem quanto em bagago, em L17,
promoveu, inicialmente velocidades instantaneas inferiores a B0%. Este fato pode estar
relacionado com o aumento de nitrogénio, promovido pela adicao dos farelos, que, segundo
Kamra & Zadrazil (1988), pode inibir a degradacao da lignina. Porém, Mata & Savoie (1998)
estudando o crescimento de Lentinula edodes em palha de trigo, verificaram que o
crescimento inicial do micélio ndo estava diretamente relacionado com secre¢des de enzimas,
mas mais, provavelmente, ligado a habilidade de utilizar fontes de carbono soluveis.

Porém ao longo do tempo os substratos, com maior porcentagem de
farelos (10 e 20%), em L17, colonizaram mais rapidamente o tubo. Portanto a adig¢do de
farelos foi fundamental na velocidade de colonizagdo desta linhagem em qualquer um dos
substratos. Com relagdo a isso Capelari (1996), verificou que substancias relativamente faceis
de serem metabolizadas, como o farelo de trigo, de arroz ou farinha de soja, resultaram no
aumento da taxa de decomposi¢do do substrato em relagdo ao bagago de cana-de-agtcar sem
suplementagdo. Leatham & Kirk (1983) mencionam que, para a obtengdo de rendimentos
otimos na degradagdo de material lignoceluldsico, pobre em nitrogénio, a suplementagdo com
este elemento € essencial.

Para L55, a adi¢do de farelos ndo afetou as velocidades instantaneas,
no inicio da coloniza¢do, como em L17. Porém um nivel limite de nitrogénio pdde ser
verificado uma vez que ocorreu, de uma maneira geral, maior velocidade instantanea de
miceliacdo com o nivel de 10% de farelo. Sendo 10%, a porcentagem que resultou em
melhores velocidades de crescimento, ¢ provavel que isto esteja relacionado a trocas gasosas
que com uma quantidade maior de farelos seria prejudicada no meio do tubo, ¢ com uma

quantidade menor, embora tivesse capacidade de troca, teria nutrientes insuficientes para o seu
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crescimento, portanto uma quantidade intermedidria de farelos resultaria em melhores
velocidades de crescimento. Entretanto outros fatores podem estar relacionados a este
acontecimento como a degradacdo de compostos para o seu crescimento. Neste sentido alguns
estudos mostram que o desenvolvimento da habilidade lignolitica requer entre outros fatores,
condi¢des nutricionais e culturais, incluindo substrato metabolizével, altos niveis de oxigénio,
limite de nitrogénio (Kirk & Farrell, 1987; Buswell, 1991). Kirke & Farrell, 1987, ainda
afirmam que, excesso de nitrogénio inibe a producdo de enzimas lignoliticas em

Phanerochaete chrysosporium.

6.2.2. Efeito do substrato base
Da mesma forma que no efeito do substrato base os valores dos
parametros beta, gama e delta de L17 (Quadros 22, 23 e 24, respectivamente), assim como 0s
de L55 (Quadros 25, 26 e 27, respectivamente) ndo apresentaram alguma relagdo com as

velocidades instantaneas iniciais ou finais.
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Quadro 22 - Comparagdo entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), segundo
L17 e quantidade de suplementacdo de farelos, em serragem e bagaco de cana-

de-actcar
Substratos

S0% B0%

1,214 1,06"

S10% B10%

L17 0,97 0,98"

S20% B20%

0,84" 1,05°

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significncia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repeti¢des.

Quadro 23 - Comparacdo entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK),

segundo L17 e quantidade de suplementagdo de farelos, em serragem e bagaco
de cana-de-agucar.

Substratos
S0% B0%
1,21%% 1,06"
S10% B10%
L17 0,97 0,98"
S20% B20%
0,84" 1,05°

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significincia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repeti¢des.
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Quadro 24 - Comparagao entre os deltas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), segundo
L17 e quantidade de suplementacdo de farelos, em serragem e bagaco de cana-

de-agucar.
Substratos

S0% B0%

27,90 18,12

S10% B10%

L17 20,64 20,0%

S20% B20%

22,54 18,18

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repetigoes.

Quadro 25 - Comparagdo entre os betas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), segundo
L55 e quantidade de suplementacao de farelos, em serragem e bagaco de cana-

de-agucar.
Substratos

S0% B0%

0,94 1,05"

S10% B10%

L55 1,404 1,06"

S20% B20%

1,114 0,96"

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repetigoes.
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Quadro 26 - Comparacao entre os gamas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK),
segundo L55 e quantidade de suplementacdo de farelos, em serragem e bagago
de cana-de-acgucar.

Substratos
S0% B0%
0,94"* 1,05°
S10% B10%
L55 1,40* 1,06"
S20% B20%
111" 0,96"

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significncia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repeti¢des.

Quadro 27 - Comparagao entre os deltas pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK), segundo
L55 e quantidade de suplementacdo de farelos, em serragem e bagaco de cana-

de-acgucar.
Substratos

S0% B0%

25,40 226"

S10% B10%

L55 24,54 23,7°

S20% B20%

23,3% 22,34

Por linha: medianas seguidas de mesma letra, ndo diferem
significativamente ao nivel de 5% de significincia pelo teste de
Student-Newmam-Kills. Medianas referentes a 6 repeti¢des.
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A influéncia do substrato base utilizado, na velocidade instantanea de
crescimento de .17, dentro das varias porcentagens de farelos (Quadros 46, 47 e 48, anexos),
representada na Figura 22, mostrou que em 0% o bagago de cana-de-aglicar, promoveu
melhores velocidades, em 10% a velocidade foi independente do material base utilizado, e em
20%, a serragem resultou como melhor material em termos de velocidade instantdnea de

crescimento de volume (Figuras 19, 20 e 21).
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Figura 19. Efeito do substrato base em E%guﬂe farekteita delonilsitetaddase em

crescimento de L17 e L55 (14° dia)
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Figura 21. Efeito do Substrato base 20% de farelo, na velocidade de
crescimento de L17 e L55(14° dia
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Em LS55, as velocidades instantaneas de crescimento, nas varias
porcentagens de farelos (Figura 23), mostrou que a serragem promoveu maiores velocidades
instantaneas de crescimento de volume (Figuras 19, 20 e 21), exceto na quantidade de 20% em
que o bagaco de cana-de-actcar ndo diferiu estatisticamente da serragem (Quadros 49, 50 e
51, anexos). A curva da velocidade instantanea em 20% teve uma reacdo, ao baixo indice de
oxigenagdo, mais suave do que nas demais porcentagens. Acredita-se que a suplementacao
elevada proporcionou reservas que amenizaram este efeito, podendo inclusive se restabelecer

mais rapidamente e colonizar o tubo em menos tempo que nas demais porcentagens.
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Segundo Klein (1996), o material base utilizado tem influéncia uma
vez que pode determinar um crescimento particular de crescimento micelial dependendo da
sua estrutura granulométrica e de suas substancias quimicas.

Como o bagago de cana-de-agucar ¢ estruturalmente composto por
fibras laminares e sua densidade ¢ inferior a da serragem foi necessario a aplicagdo de uma
leve pressao para que todos os tubos tivessem a mesma altura de substrato. Este procedimento
pode ter criado diferentes zonas de densidade, o que pode ter prejudicado a velocidade de
crescimento do micélio em alguns dos tratamentos a base deste material.

A velocidade instantanea de crescimento em serragem se mostrou
melhor, para L17, quando suplementado, e o bagaco de cana-de-agicar quando ndo
suplementado. Para L55, a serragem, de um modo geral, demonstrou ser o melhor material
base. Porém o bagago de cana-de-aglicar e a serragem ndo apresentaram diferengas quando
suplementados com 20% de farelos.

Os resultados revelaram necessidades nutricionais diferentes entre as
linhagens, no entanto os produtores de semente e de cultivo axénico, na pratica, ndo levam o
fator nutricional particular de cada linhagem em conta, mas deveriam, uma vez que a
suplementagdo pode interferir na produtividade.

A cinética de crescimento em tubo de ensaio pdde verificar o efeito da
falta de oxigenagdo, ocorrido no meio do tubo, que se assemelha ao que acontece nos sacos
platicos para a producdo de semente. Donoghue & Denison (1995), verificaram que o
crescimento miceliano do Lentinula edodes ¢ prejudicado em altas concentragdes de CO,,

alterando seu sistema enzimatico ¢ diminuindo a velocidade de miceliacdo. Os autores
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puderam comprovar que o fungo inoculado em substratos, dentro de sacos plasticos com

maiores aberturas para troca gasosa, teve um crescimento miceliano mais rapido.
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7. Conclusoes

Pelos resultados obtidos e em fun¢do da metodologia adotada chegou-

se as seguintes conclusdes abaixo.

A cinética de crescimento miceliano em superficie (area), independente das

linhagens e substratos, seguiu um modelo matematico representado pela
equagdo: ¥ =+ By” onde Yj - crescimento em 4rea na repeti¢io i e tratamento j;

o - parametro de locacdo; B e y - parametros de forma do modelo, relacionados a

velocidade instantanea e x, tempo de incubagao.

Os maiores valores dos parametros gama resultaram na maior velocidade
instantanea de crescimento em superficie (area), tanto para linhagens quanto para

teores de farelos e substratos base (serragem e bagaco de cana-de-acucar).

A cinética de crescimento miceliano em volume (recipiente cilindrico),

independente das linhagens e substratos, seguiu um modelo matematico

+y

representado pela equagdo: y,=a+ fBln
‘ —y+0+x

onde: Y; - crescimento em

volume na repeticdo i e tratamento j; o - pardmetro de locacdo; B, vy e O -
parametros de forma do modelo, relacionados a velocidade instantanea e x - tempo

de incubacao.
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= (s parametros beta, gama e delta, ndo apresentaram relacdo com a velocidade de

crescimento em volume.

= Ocorreram interacdes significativas entre linhagens, substratos base e quantidades
de farelos, tanto na cinética de crescimento em superficie quanto em volume:
- com a linhagem L17, as velocidades de crescimento aumentaram
de forma diretamente proporcional & adi¢do de farelos;
- com a linhagem LS55, a quantidade de 10% de farelo propiciou
maiores velocidades de crescimento;
- independente da linhagem e porcentagem de farelos, a serragem

propiciou maiores velocidades de crescimento.

= A L55, comercialmente usada em cultivos axénicos, foi a que se apresentou mais
adaptada a metodologia adotada neste trabalho, em relagdo a L17, comercialmente

usada na produc¢ao do shiitake em toras.
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APENDICE

Quadro 28 - Velocidades instantaneas de L17, nos varios meios de cultura (cm’dia™).

DIA 530%,510%,B10% e B20%* S20% B0%
3 343 1,89 2,00
5 3,59 3,12 2,38
6 3,67 4,02 2,60
7 3,75 5,17 2,84
8 3,84 6,65 3,10
10 4,01 11,01 3,69
11 4,11 4,03
13 4,30 4,80
14 4,39

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenga estatistica, ao nivel de 5%
de significancia, pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de Mann-
Whitney

Quadro 29 - Velocidades instantaneas de L55, nos varios meios de cultura (cm’dia™).

Dias S0% S10% S520% B0% B10% B20%
3 2,14 1,88 2,60 1,92 3,52 3,95
5 2,69 3,09 3,76 2,91 4,43 4,74
6 3,02 3,96 4,51 3,58 4,98 5,19
7 3,38 5,08 5,42 4,41 5,59 5,69
8 3,79 6,51 6,51 5,42 6,27 6,23
10 4,77 10,70 9,40 8,21 7,90 7,48
11 5,35
13 6,73

Quadro 30 - Velocidades instantaneas de L17 em meio de cultura a base de serragem, com
varios niveis de nitrogénio (cm’dia™).

Dias S0% S10% $20%
3 1,32 2,06 1,89
5 1,84 3,18 3,12
6 2,17 3,94 4,02
7 2,55 4,89 5,17
8 3,01 6,07 6,65
10 4,17 9,35 11,01
11 4,91
13 6,82

14 8,03




Quadro 31 - Velocidades instantaneas de L17, em meio de cultura a base de bagago de cana-
de-agiicar, com varios niveis de farelos (cm’dia™).

Dias B0% B10% e B20%*

3 2,00 2,13
5 2,38 3,23
6 2,60 3,98
7 2,84 4,89
8 3,10 6,02
10 3,69 9,12
11 4,03

13 4,80

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenga
estatistica, ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de

Mann-Whitney.

Quadro 32 - Velocidades instantaneas de L55 em meio de cultura a base de serragem, com

. ro 2. -1
varios niveis de farelo (cm°dia™).

Dias S0% S10% S20%
3 2,14 1,88 2,60
5 2,69 3,09 3,76
6 3,02 3,96 4,51
7 3,38 5,08 542
8 3,79 6,51 6,51
10 4,77 10,70 9,40
11 5,35
13 6,73
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Quadro 33 - Velocidades instantdneas de L17, em meio de cultura a base de bagaco de cana-
de-aglicar, com vérios niveis de farelo (cm’dia™).

DIA B0%  B10% e B20%*
3 1,92 3,73
5 2,91 4,59
6 3,58 5,09
7 4,41 5,64
8 5,42 6,25
10 8,21 7,68

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenca
estatistica, ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de

Mann-Whitni

ey.
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Quadro 34 - Velocidades instantaneas de L17, no nivel 0% de adi¢do de farelo, em meio de
serragem e bagago de cana-de-agucar (cm’dia™).

Dias S0% B0%
3 1,32 2,00
5 1,84 2,38
6 2,17 2,60
7 2,55 2,84
8 3,01 3,10
10 4,17 3,69
11 491 4,03
13 6,82 4,80
14 8,03

Quadro 35 - Velocidades instantaneas de .17, no nivel 10% de adigdo de farelo, em meio de
serragem e bagaco de cana-de-acucar (cm’dia™).

Dias S10%-B10%
3 2,01
5 3,06
6 3,78
7 4,67
8 5,76
10 8,77

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenca
estatistica, ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de
Mann-Whitney.

Quadro 36 - Velocidades instantaneas de .17, no nivel 20% de adigdo de farelo, em meio de
serragem e bagaco de cana-de-acucar (cm’dia™).

Dias $20% B20%
3 1,89 2,31
5 3,12 3,51
6 4,02 433
7 5,17 5,34
8 6,65 6,59

—_
[

11,01 10,03
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Quadro 37 - Velocidades instantaneas de L55, no nivel 0% de adi¢do de farelo, em meio de
serragem e bagaco de cana-de-agucar (cm’dia™).

Dias S0% B0%
3 2,14 1,92
5 2,69 2,91
6 3,02 3,58
7 3,38 4,41
8 3,79 542
10 4,77 8,21
11 5,35
13 6,73

Quadro 38 - Velocidades instantaneas de 155, no nivel 10% de adigdo de farelo, em meio de
serragem e bagaco de cana-de-agucar (cm’dia™).

Dias S10% B10%
3 1,88 3,52
5 3,09 4,43
6 3,96 4,98
7 5,08 5,59
8 6,51 6,27
10 10,70 7,90

Quadro 39 - Velocidades instantaneas de L55, no nivel 20% de adigdo de farelo, em meio de
serragem e bagago de cana-de-agucar (cm’dia™).

Dias S20% B20%
3 2,60 3,95
5 3,76 4,74
6 4,51 5,19
7 5,42 5,69
8 6,51 6,23

—_
=

9,40 7,48




Quadro 40 — Velocidades instantaneas de L17, nos vérios substratos (cm’dia™).

Dias

10
11
13
14
16
18
19
21

S0%
1,86
0,51
0,39
0,32
0,28
0,24
0,22
0,21
0,21
0,21
0,24
0,26
0,33

S20%
1,16
0,45
0,36
0,31
0,29
0,27
0,27
0,30
0,34
0,53

S10% e B10%*
1,25
0,41
0,32
0,27
0,25
0,22
0,21
0,22
0,23
0,28
0,42

B0% e B20%*

2,72
0,52
0,38
0,32
0,27
0,23
0,22
0,21
0,21
0,23
0,27
0,30

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenga estatistica, ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de Mann-

Whitney.

Quadro 41 — Velocidades instantaneas de L55, nos vérios substratos (cm’dia™).

S520% e B0%* B20% B10% S10% S0%
3 0,73 1,02 1,23 1,68 1,48
5 0,50 0,39 0,43 0,49 0,43
6 0,43 0,31 0,35 0,39 0,34
7 0,38 0,27 0,30 0,34 0,29
8 0,34 0,24 0,26 0,32 0,26
10 0,28 0,21 0,24 0,32 0,24
11 0,26 0,21 0,23 0,34 0,24
13 0,22 0,22 0,24 0,48 0,28
14 0,21 0,23 0,25 0,69 0,31
16 0,19 0,28 0,31 0,52
18 0,17 0,43 0,49

*Tratamentos que ndo apresentaram diferenga estatistica, ao nivel de 5% de

significancia pelo teste de Student-Newmam-Kills (SNK) e de Mann-Whitney.
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Quadro 42 - Velocidades instantaneas de L17 em substrato a base de serragem, com varios
niveis de farelo (cm’dia™).

Dias S0% S10% S20%
3 1,86 1,23 1,16
5 0,51 0,37 0,45
6 0,39 0,29 0,36
7 0,32 0,25 0,31
8 0,28 0,22 0,29
10 0,24 0,20 0,27
11 0,22 0,19 0,27
13 0,21 0,20 0,30
14 0,21 0,21 0,34
16 0,21 0,26 0,53
18 0,24 0,41
19 0,26

21 0,33

Quadro 43 - Velocidades instantaneas de L55 em substrato a base de serragem, com varios
niveis de farelo (cm’dia™).

Dias S0% S10% S20%
3 1,48 1,68 1,17
5 0,43 0,49 0,45
6 0,34 0,39 0,37
7 0,29 0,34 0,33
8 0,26 0,32 0,31
10 0,24 0,32 0,31
11 0,24 0,34 0,33
13 0,28 0,48 0,44
14 0,31 0,69 0,59

16 0,52
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Quadro 44 - Velocidades instantaneas de .17 em substrato a base de bagaco de cana-de-
aclicar, com varios niveis de farelo (cm’dia™).

Dias B0% B10% e B20%*
3 5,29 1,60
5 0,48 0,47
6 0,35 0,37
7 0,28 0,31
8 0,24 0,27
10 0,20 0,24
11 0,19 0,23
13 0,19 0,23
14 0,19 0,24
16 0,21 0,28
18 0,26 0,39
19 0,31
21 0,61

*Tratamentos que ndo  apresentaram
diferenca estatistica, ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Student-Newmam-
Kills (SNK) e de Mann-Whitney.

Quadro 45 - Velocidades instantaneas de L55 em substrato a base de bagaco de cana-de-
aclicar, com varios niveis de farelo (cm’dia™).

Dias B10% B0% e B20%*
3 1,23 0,96
5 0,43 0,42
6 0,35 0,34
7 0,30 0,30
8 0,26 0,27
10 0,24 0,24
11 0,23 0,23
13 0,24 0,24
14 0,25 0,25
16 0,31 0,28
18 0,49 0,38

*Tratamentos que ndo  apresentaram
diferenca estatistica, ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Student-Newmam-
Kills (SNK) e de Mann-Whitney.
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Quadro 46 - Velocidades instantaneas de .17, no nivel 0% de adi¢dao de farelo, em substratos
de serragem e bagago de cana-de-agtcar (cm’ dia™).

Dias S0% B0%
3 1,86 5,29
5 0,51 0,48
6 0,39 0,35
7 0,32 0,28
8 0,28 0,24
10 0,24 0,20
11 0,22 0,19
13 0,21 0,19
14 0,21 0,19
16 0,21 0,21
18 0,24 0,26
19 0,26 0,31
21 0,33 0,61

Quadro 47 - Velocidades instantaneas de L17, no nivel 10% de adigdo de farelo, em substratos
de serragem e bagaco de cana-de-aglicar (cm® dia™).

Dias S10% e B10%*
3 1,25
5 0,41
6 0,32
7 0,27
8 0,25
10 0,22
11 0,21
13 0,22
14 0,23
16 0,28
18 0,42
19
21

*Tratamentos que ndo apresentaram
diferenca estatistica, ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Student-
Newmam-Kills (SNK) e de Mann-
Whitney.
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Quadro 48 - Velocidades instantaneas de L17, no nivel 20% de adigdo de farelo, em substratos
de serragem e bagago de cana-de-agicar (cm’ dia™).

Dias S20% B20%
3 1,16 2,10
5 0,45 0,48
6 0,36 0,37
7 0,31 0,31
8 0,29 0,27
10 0,27 0,24
11 0,27 0,23
13 0,30 0,23
14 0,34 0,24
16 0,53 0,28
18 0,40
19 0,55
21

Quadro 49 - Velocidades instantaneas de L55, no nivel 0% de adi¢dao de farelo, em substratos
de serragem e bagaco de cana-de-agticar (cm® dia™).

Dias S0% B0%
3 1,48 0,92
5 0,43 0,46
6 0,34 0,38
7 0,29 0,33
8 0,26 0,30
10 0,24 0,27
11 0,24 0,26
13 0,28 0,26
14 0,31 0,26
16 0,52 0,29

18 0,35
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Quadro 50 - Velocidades instantaneas de LS55, no nivel 10% de adicdo de farelo, em

substratos de serragem e bagago de cana-de-agucar (cm’ dia™).

Dias S10% B10%
3 1,68 1,23
5 0,49 0,43
6 0,39 0,35
7 0,34 0,30
8 0,32 0,26
10 0,32 0,24
11 0,34 0,23
13 0,48 0,24
14 0,69 0,25
16 0,31
18 0,49

Quadro 51 - Velocidades instantaneas de L55, no nivel 20% de adi¢do de farelo, em

substratos de serragem e bagaco de cana-de-agucar (cm’ dia™).

Dias S20% e B20%*
3 0,76
5 0,47
6 0,40
7 0,34
8 0,31
10 0,26
11 0,24
13 0,21
14 0,20

*Tratamentos que ndo apresentaram
diferenca estatistica, ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Student-
Newmam-Kills (SNK) e de Mann-
Whitney.
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