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AVALIACAO DA EFICIENCIA E VIABILIDADE DO SUBSTRATO EXAURIDO DE
COGUMELO EM CICLOS SUBSEQUENTES DE Pleurotus ostreatus E Lentinula
edodes

RESUMO - A producéo de cogumelos valoriza os residuos agricolas, convertendo-os
em alimentos de alto valor. Contudo, esse processo também gera residuos,
denominados Spent Mushroom Substrate (SMS) que representam desafios
ambientais e produtivos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da
reutilizacdo do SMS na formulacdo de novos substratos para o cultivo da mesma
espécie e compreender o processo de degradacdo dos substratos por Lentinula
edodes e Pleurotus ostreatus. Para a reutilizacdo do SMS, foram conduzidos trés
ciclos de producdo para cada espécie, utilizando o residuo do ciclo anterior na
formulacdo dos substratos subsequentes. No segundo ciclo, foram aplicadas
dosagens de 5%, 10% e 20% de SMS, provenientes do primeiro ciclo. No terceiro
ciclo, cada dosagem constituiu novas formulacées com as mesmas proporcdes do
ciclo anterior. Além disso, foram utilizados dois tipos de substratos, denominados alto-
N (com maior concentracdo de farelos) e baixo-N (com menor concentracdo de
farelos). Em todas as formulacdes, a adicdo de SMS foi acompanhada pela reducéo
proporcional dos farelos. Os parametros agrondmicos avaliados incluiram
produtividade (%), nUmero e massa de cogumelos (g), e, no caso de P. ostreatus,
namero de pencas. Adicionalmente, realizou-se um experimento para avaliar o
processo de degradacédo dos substratos, utilizando substratos comerciais, sendo o
ciclo de L. edodes acompanhado por quatro fluxos, enquanto o de P. ostreatus por um
fluxo. Durante o cultivo, foi analisado densidade aparente, pH, condutividade elétrica,
nitrogénio total, relagdo C/N, teor de cinzas, fibras brutas, hemicelulose, celulose e
lignina. Os resultados indicaram que apenas L. edodes respondeu positivamente a
reutilizacdo do SMS, com destaque para o terceiro ciclo, em substratos alto-N e
dosagem de 10%, onde foi observado um incremento produtivo de 3,72% em
comparacao ao controle. Por outro lado, P. ostreatus ndo apresentou resposta
favoravel a reutilizacdo do SMS, com reducdes nos rendimentos em todos os ciclos e
em todas as dosagens testadas. No monitoramento da degradacdo dos substratos
comerciais, P. ostreatus demonstrou elevada capacidade de reducédo da densidade
aparente (90,27%) e reducao do teor de fibras brutas ao final do ciclo produtivo.
Observou-se uma atividade similar na reducao do pH, lignina, celulose e relagéo C/N,
acompanhado do aumento da condutividade elétrica, nitrogénio total e teor de cinzas
em ambas as espécies. L. edodes mostrou maior eficiéncia na degradacdo de
hemicelulose. Os resultados evidenciam que o SMS é um residuo com elevado
potencial para diversas aplicacfes. Por outro lado, L. edodes mostrou-se promissor
para a reintroducdo do SMS nos ciclos produtivos e P. ostreatus ndo apresentou
resultados satisfatorios nas condigfes testadas, indicando a necessidade de explorar
novas estratégias para sua aplicacdo com o objetivo de ampliar os beneficios do
reaproveitamento deste residuo.

Palavras-chave: Microbiologia agricola, fungos na agricultura, cogumelos
comestiveis, cogumelos cultivo, reciclagem de residuos.



EVALUATION OF THE EFFICIENCY AND VIABILITY SPENT MUSHROOM
SUBSTRATE IN SUBSEQUENT CYCLES OF Pleurotus ostreatus AND Lentinula
edodes

ABSTRACT — Mushroom production has significantly contributed to the valorization of
agricultural residues, converting them into high-value food products. However, this
process also generates residues known as Spent Mushroom Substrate (SMS) which
represent environmental and productive challenges. This study aimed to evaluate the
efficiency of SMS reuse in formulating new substrates for the cultivation of the same
mushroom species, as well as to understand the degradation process of substrates
used in the cultivation of Lentinula edodes and Pleurotus ostreatus. To reuse SMS,
three production cycles were conducted for each species, using the residue from the
previous cycle to formulate substrates for the subsequent ones. In the second cycle,
SMS dosages of 5%, 10%, and 20%, derived from the first cycle, were applied. In the
third cycle, each dosage was used to create new formulations with the same
proportions (5%, 10%, and 20%). Additionally, two types of substrates were employed:
high-N (with a higher concentration of bran and, consequently, higher nitrogen content)
and low-N (with a lower concentration of bran). In all formulations, the addition of SMS
was accompanied by a proportional reduction in the amount of bran. The agronomic
parameters evaluated included productivity (%), number and mass of mushrooms (g),
and, in the case of P. ostreatus, the number of clusters. Furthermore, an experiment
was conducted to monitor the degradation process of substrates, using commercial
substrates obtained from companies. The production cycle of L. edodes was monitored
over four flushes, while P. ostreatus was evaluated over a single flush. During
cultivation, the following parameters were analyzed: bulk density, pH, electrical
conductivity, total nitrogen, C/N ratio, ash content, crude fiber, hemicellulose, cellulose,
and lignin. The results indicated that only L. edodes responded positively to SMS
reuse, with a notable increase in productivity (3.72%) observed in the third cycle using
high-N substrates and a 10% dosage compared to the control. On the other hand, P.
ostreatus did not show favorable responses to SMS reuse, with decreases in yields
across all cycles and dosages tested. In monitoring the degradation of commercial
substrates, P. ostreatus demonstrated a high capacity for reducing bulk density
(90.27%) and crude fiber content by the end of the production cycle. Similar trends
were observed in the reduction of pH, lignin, cellulose, and C/N ratio, along with
increases in electrical conductivity, total nitrogen, and ash content for both species. L.
edodes showed greater efficiency in hemicellulose degradation. The findings highlight
that SMS is a residue with high potential for diverse applications. While L. edodes
proved promising for reintroducing SMS into production cycles, P. ostreatus did not
yield satisfactory results under the tested conditions, underscoring the need to explore
new strategies for its application to enhance the benefits of this residue’s reuse.

Keywords: Agricultural microbiology, fungi in agriculture, edible mushrooms,
mushroom cultivation, waste recycling.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

O sistema de producédo agricola é considerado ambientalmente insustentavel
(Campbell et al. 2017). Nesse sentido surgem o0s sistemas alternativos de producao
que se propde garantir o bem-estar humano e ambiental (Dorra_See et al., 2021). A
economia circular € uma destas ferramentas, que possui 0 objetivo de projetar
sistemas industriais ou criados pelo homem, desde que tenham como a base o0s

principios ecolégicos para alcancar a sustentabilidade (Téth, 2019).

A producdo de cogumelos é uma atividade que abrange os conceitos de
economia circular, utilizando-se de residuos agricolas, como palhas, bagacos, restos
de culturas, entre outros (Thakur, 2020), na geracao de alimentos ricos em proteinas,
aminoacidos essenciais, fibras, vitaminas e minerais, principalmente quando

preparados frescos (Mattila et al., 2001; Krittanawong et al., 2021).

O consumo de cogumelos no Brasil ainda é baixo em comparagdo a outros
paises (Rodrigues et al., 2022), sendo o alto valor a principal influéncia que justifica a
baixa adesdo da populacao (Cianni et al., 2023). Este, é um reflexo da auséncia de
tecnologias especificas para a fungicultura brasileira (Guedes et al., 2021), que, diante
das atuais altas nas matérias-primas provenientes da agricultura, tem problematizado

ainda mais os custo de producao (Huang et al., 2021).

A comunidade cientifica busca alternativas que visem reduzir os custos e tornar
a producédo de cogumelos ainda mais sustentavel, como a destinacao e utilizado do
Spent Mushroom Substrate (SMS), que é o substrato residual do final do ciclo de
producado (Leong et al., 2022). Mesmo diante dos avancos na valorizacdo do SMS,
grande parte deste residuo ainda é descartada em aterros, incinerada, queimada a
céu aberto ou disposta no solo de forma inadequada, causando incémodos
ambientais, que incluem a contaminac¢do do solo e a poluicdo do ar e dos cursos
d’agua (Lam et al., 2019).

Dentre as alternativas, a pratica recente de reintroducdo do SMS em novos
cultivos é considerada eficaz (Leong et al., 2022). No final, o substrato ainda possui



guantidades significativas de nutrientes e compostos organicos, favorecendo sua
utilizacdo. Entretanto, metodologias e protocolos para sua utilizacdo ainda sao

escassos, o que dificulta a compreensao da sua dinamica (Zied et al., 2020).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho é estudar a destinacdo do SMS para
novos ciclos de producéo, utilizando-se de duas espécies de cogumelos comestiveis
conhecidas como Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus, propondo alternativas de
utilizacdo do residuo e de reducdo dos custos através da diminuicdo da adicdo de
farelos. Assim como, estudar o processo de degradacdo do material organico por

estes fungos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Macrofungos comestiveis

Estima-se que cerca de um quinto das espécies fungicas descobertas estejam
agrupadas no clado Agaricomycetes de Basidiomycota (Kirk et al., 2008), sendo esse
grupo responsavel por formar estruturas multicelulares relativamente grandes,
conhecidas como corpos de frutificacdo ou cogumelos. Tais estruturas séo
responsaveis pela reproducédo dos fungos e, durante séculos, vém sendo utilizados

como alimento pelos seres humanos (Boontawon et al., 2021).

A grande maioria dos macrofungos é responsavel pela decomposicdo de
matéria organica, atuando como fungos saprofitas. Eles podem ser classificados em
decompositores primarios e secundarios: 0s primarios sdo responsaveis pela
degradacédo de materiais com alta concentracdo de lignina, por exemplo, madeiras
mortas, possuindo assim alta relacdo C/N; os secundarios sao responsaveis
principalmente pela degradacdo de celulose e hemicelulose, ou seja, materiais com
relacdo C/N baixa (Miles e Chang, 2004; Mattos-Shipley et al., 2016; Grimm e Wosten,
2018; Zied et al.,, 2020). Aléem destes, existem 0s macrofungos simbioticos,
conhecidos como ectomicorrizicos, que estabelecem relagcdo com plantas (Zak et al.,
2019) e os fungos parasitas, que utilizam as plantas como hospedeiras (Kumar et al.,
2022).



Embora o consumo de cogumelos seja recente em alguns paises, sua
utilizacdo remonta, provavelmente, a época da sociedade primitiva, com registros de
cultivo datados de cerca de 3.000 anos (Molitoris, 1994). Desde entéao, os fungos tém
sido valorizados como fontes de nutricdo e medicina em diversas culturas (Boyden,
1973; Ahmed et al., 2023). Diante da atual necessidade por alimentos, especialmente
proteinas de origem animal (Enahoro et al., 2023), os cogumelos comestiveis
destacam-se como alternativa viavel, sendo ricos em nutrientes e desempenhando
papel fundamental no tratamento e prevencao de diversas doencas (Rizzo et al.,
2021).

Em 2022, 42,79 milhdes de toneladas de cogumelos foram produzidas no
mundo e 15,6 mil toneladas no Brasil (Pérez-Alvarez et al., 2023). Essa produc&o é
composta de diversas espécies, sendo que as principais sdo Agaricus bisporus,
Lentinula edodes, Fammulina velutipes, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii,
Volvariella volvacea, Calocybe indica, Hericium erinaceus, Boletus edulis, Grifola
frondosa e Agrocybe aegerita (Wu et al., 2013; Das et al., 2021).

2.2. Ciclo de vida de um cogumelo

A maior parte dos fungos com estruturas de reproducéo visivel a olho nu se
encontra nos grupos dos ascomicetos e basidiomicetos, sendo os basidiomicetos o
grupo onde estéo inseridos grande parte dos cogumelos comestiveis (Kirk et al., 2008;

Boontawon et al., 2021).

Como ilustrado na Figura 01, o ciclo de vida dos basidiomicetos € dividido em
9 etapas, sendo: 1) Germinacao dos esporos; 2) Origem do micélio homocardético ou
micélio primario; 3) Ocorréncia de plasmogamia entre a fusdo de micélios
homocaritticos; 4) Formacao de micélio fértil, que é resultado da plasmogamia,
formando micélios dicaridticos; 5) Producdo de basidiocarpos através das hifas
secundérias (influenciado pelas condi¢cdes ambientais); 6) Basidiocarpo com namero
variavel de lamelas e presenca de basideos; 7) Processo de cariogamia seguida de

meiose no basideo, dando origem a recombinantes haploides; 8) Migracdo dos



ndcleos (resultado da meiose) para os esterigmatas formados do basideo e originando

os basideosporos e 9) Liberacdo dos basideosporos (Paccola-Meirelles, 2002).
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Figura 1. Ciclo de vida de um basidiomiceto. Fonte: Paccola-Meirelles (2002).

2.3. Lentinula edodes

O Lentinula edodes ou popularmente conhecido como shiitake, maitake ou
reishi, € um fungo saprofita, pertencente ao filo Basidiomycota. E natural de regibes

tropicais e subtropicais como Asia, Austrdlia, América do Norte e do Sul. Os



cogumelos apresentam uma coloracdo marrom avermelhada, com pileo convexo e
achatado com diametro de 2-25cm, sustentado por um estipe fibroso (Sokovic et al.,
2018).

Figura 2. Basidioma de Lentinula edodes em diferentes fases, sendo inicio da
frutificacdo (primérdios) (A) e cogumelo em ponto de colheita (B).

Por ser utilizado ha muitos anos, especialmente na tradicdo oriental como
medicamento, o shiitake tem sido considerado um dos cogumelos medicinais mais
importantes. Isso se deve principalmente a sua variedade de biomoléculas com
potencial terapéutico, incluindo polissacarideos, lipidios, esterdis, entre outros, além
de sua composicao rica em micronutrientes, vitaminas e fibras (Skovic et al., 2018;
Bisen et al., 2010).

2.4. Pleurotus ostreatus

Os fungos do género Pleurotus séo saprofitas e classificados como fungos da

podriddo branca (Tsujiyama e Ueno, 2013). Produzem micélio branco e algodonoso,



sendo cultivados em substratos lignocelulosicos (Savoie et al., 2007), e sao
considerados os cogumelos comestiveis mais amplamente distribuidos no mundo
(Melanouri et al., 2022). As espécies desse género produzem cogumelos agrupados,
com diferentes tamanhos e formas que se assemelham a ostras. O tamanho desses
cogumelos varia entre 4 e 15 cm, e eles podem apresentar coloracdo rosa, amarela,
cinza, branca, marrom-escura, cinza-escura, entre outras. A espécie P. ostreatus, por

exemplo, é caracterizada por apresentar coloracdo cinza-escura (Wojewoda, 2003).

Figura 3. Basidiomas de Plerotus ostreatus em diferentes fases de desenvolvimento,
onde, setas vermelhas demonstram a presenca de primordios.

Pleurotus ostreatus é considerado um dos cogumelos comestiveis de maior
importancia econémica no mundo (El-Ramady et al., 2022). Seu principal uso esta
relacionado as areas médica, biotecnolégica e nutricional, o que o torna um dos

cogumelos mais estudados. Dentre suas aplicacdes destacam-se: a producao de



bioetanol (Ranjithkumar et al., 2022), a biorremediacdo (Wang et al., 2022), 0 uso
medicinal (Mwangi et al., 2022) e a producdo de moléculas bioativas (Caldas et al.,

2022), entre outras.

2.5. Cogumelos e degradacédo de material organico

O ciclo do carbono terrestre abrange o processo de degradacdo de matéria
organica, resultando na reincorporacéo de seus elementos ao solo. Entre os materiais
predominantes nesse ambiente destacam-se o0s lignocelulésicos, que sao
decompostos por organismos como bactérias, fungos, minhocas e outros (Cragg et
al., 2015; Kumla et al., 2020). Esses materiais s&0 compostos majoritariamente por
polimeros, incluindo celulose, hemicelulose e lignina (Kumla et al., 2020), cuja
degradacédo ocorre por meio da acao de enzimas hidroliticas e oxidativas (Madeira et
al., 2017).

Residuos agricolas apresentam elevada concentragdo de celulose,
hemicelulose e lignina, além de macro e micronutrientes, e cinzas (Atila, 2019). Essas
caracteristicas tornam tais materiais promissores para o cultivo de cogumelos,
considerando que basidiomicetos de podriddo branca possuem alto potencial para
utiliza-los como fonte de carbono. Esse aproveitamento ocorre através do sistema
lignolitico oxidativo, que inclui enzimas como celulases, hemicelulases, lignina

peroxidase, lacase e peroxidase de manganés (Lim et al., 2013).

A capacidade de degradacdo de materiais organicos por cogumelos esta
diretamente relacionada a diversos fatores, incluindo caracteristicas genéticas entre
espécies e linhagens, composicdo quimica dos materiais e condicfes ambientais
(Blanchette, 1991; Atila, 2019). A composicao do material € um dos fatores mais
relevantes, pois pode impactar significativamente os rendimentos. Por exemplo, 0s
teores de celulose, hemicelulose e lignina podem prolongar o tempo necessario para
a colheita, facilitar o processo de colonizacéo e influenciar outros aspectos do cultivo
(Akcay et al., 2023).

Ademais, o processo de degradacdo de matéria organica por fungos envolve

alteracdes bioquimicas substanciais principalmente devido a secre¢do de enzimas.
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Contudo, ha uma lacuna significativa no entendimento de como os cogumelos afetam
0S materiais e quais sdo as caracteristicas especificas da degradacdo de cada

espécie em diferentes substratos (Atila, 2019; Oztiirk e Atila, 2021).

2.6. Residuos agricolas

Aproximadamente 36% das terras cultivaveis estdo sendo usadas para a
agricultura, o que equivale a 5 bilhdes de hectares (FAO, 2020). Isso demonstra a
grande influéncia do setor agricola em todo o mundo (Khalife et al., 2024). No entanto,
guanto maior a producao, maior sera a geracao de residuos agricolas (Thangadurai
et al., 2021). Estima-se que, globalmente, cerca de 998 milhdes de toneladas de
residuos agricolas sejam geradas anualmente (Agamuthu, 2009).

O Brasil € um importante produtor agricola, com uma grande diversidade de
cultivos, como soja, milho, cana-de-acucar e café (Bhandari e Sessa, 2021), gerando,
assim, uma quantidade significativa de residuos agricolas. Esses residuos podem ser
reaproveitados de diversas maneiras, como fonte de energia, producdo de biogas e
adubacdo organica, o que melhora a fertilidade do solo e reduz a necessidade de
fertilizantes quimicos (Koul et al., 2022). Apesar das vantagens do uso de residuos
agricolas, ainda existem desafios a serem superados, como a falta de infraestrutura e
tecnologia adequadas para o0 aproveitamento desses materiais, além da falta de

conscientizacdo sobre sua importancia na gestdo ambiental (Maji et al., 2020).

2.6.1. Utilizacao de residuos agricolas na producéo de cogumelos

A producédo de cogumelos a partir de residuos agricolas € uma pratica comum
e promissora na agricultura, com diversos beneficios, tais como a redu¢éo do impacto
ambiental desses residuos, a geracdo de um produto de alto valor agregado e a
promoc¢do de uma agricultura sustentavel (Royse et al., 2017; Grim e Rahman, 2021,
Jasinska et al., 2022).
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Diversos tipos de residuos agricolas podem ser utilizados, como a palha de
trigo, o bagaco de cana-de-acgUcar e a serragem de madeira (Sher et al., 2011; Grim
e Rahman, 2021). O processo de utilizacdo envolve o tratamento sanitario desses
residuos, a inoculacéo com o fungo de interesse e a manutencao das condi¢des ideais
de temperatura e umidade (Siqueira et al., 2012). A producdo de cogumelos a partir
de residuos agricolas € uma alternativa viavel e promissora para a agricultura
moderna, atendendo a crescente demanda por alimentos sustentaveis e de qualidade
(Rizzo et al., 2021).

2.6.2. Spent Mushroom Substrate

A producdo de cogumelos, mesmos sendo uma atividade sustentavel e que

visa utilizar residuos provenientes de outras cadeias, também gera uma quantidade

significativa de residuos organicos, como substratos de cultivo e excedentes de
biomassa. (Jiang et al., 2017; Lam et al., 2019; Alves et al., 2022; Leong et al., 2022).
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Figura 4. Exemplos de substrato pos cultivo de cogumelos (Spent Mushroom
Substrate) e descarte/armazenamento inadequado.

Os residuos de cogumelos sdo compostos principalmente por micélio fungico
residual e por uma grande variedade de biomassa, que inclui palha, serragem, esterco
e outros materiais organicos (Najafi et al.,, 2019). Esses residuos podem ser
transformados em fertilizantes organicos para melhorar a qualidade e fertilidade do
solo (Pérez-Chavez et al., 2019) ou em biogas por meio da digestdo anaerdbia,

gerando energia limpa e renovavel (Najafi et al., 2019).

No entanto, muitos produtores ainda enfrentam desafios na gestdo adequada
dos residuos da producdo de cogumelos, devido a falta de infraestrutura e
conhecimento para o tratamento e aproveitamento desses materiais. Além disso, a
disposicdo inadequada desses residuos pode levar a contaminacao do solo e das
aguas subterraneas, além de contribuir para a emissdo de gases de efeito estufa
(Pérez-Chavez et al., 2019; Wan Mabhari et al., 2020). Sendo assim, é fundamental a
adocao de préticas responsaveis e sustentaveis na gestdo destes residuos, buscando

alternativas para a reducao, reutilizacéo e reciclagem desses materiais.

2.7. Producao de cogumelos

A producdo de cogumelos € um ramo agricola que tem apresentado rapido
crescimento (Thakur, 2020). Isso se deve principalmente a demanda por alimentos
saudaveis e sustentaveis (Rhamann et al., 2017). Os cogumelos tém se tornado
populares na alimentacdo humana devido aos seus beneficios nutricionais e para a
saude, além de sua versatilidade na gastronomia (Molina-Castillo et al., 2023), sendo

sua producao sustentavel majoritariamente baseada em residuos agricolas.

A primeira espécie a ser cultivada artificialmente no mundo foi Auricularia
auricularia, seguida por Flammulina velutipes e Lentinula edodes (Atila et al., 2021).
Por volta de 1600 d.C., foi registrado, pela primeira vez, na Franga, o cultivo de
Agaricus bisporus, e em 1900, nos Estados Unidos, o de Pleurotus ostreatus (Chang,

2008). Das aproximadamente 3.000 espécies de cogumelos comestiveis ja
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catalogadas (Li et al., 2021; Chang e Wasser, 2017), apenas 35 foram cultivadas
profissionalmente até 2021, e cerca de 20 séo cultivadas industrialmente (Muhammad
e Suleiman, 2015; Atila et al., 2021).

A producdo de cogumelos pode ser realizada por meio de diversos tipos de
tratamento, utilizando uma biomassa como base, a qual sdo adicionados suplementos
para corrigir principalmente a relagdo C/N (Zied e Pardo-Giménez, 2017). Para o
tratamento sanitario, pode-se utilizar a pasteurizacdo (Grimm et al., 2024), a
esterilizacdo (substrato axénico) (Silva et al., 2024), a em submersdo em solucéo
alcalina (Ghosal, 2023), entre outros meétodos. A producdo axénica € uma das
principais técnicas para a producdo de shiitake (Cuquel, 2023) e também é utilizada
na producdo de P. ostreatus (Oliveira et al., 2022). O processo comeg¢a com O
isolamento do fungo de interesse, seguido pela preparacdo do substrato, tratamento

térmico, inoculacdo e producao (Figura 2).
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Extracao de fragmento interno do fungo de
interesse e transferéncia para meio de
cultura estéril, seguido da repicagem.

Matriz Primaria (Placa
totalmente colonizada)

y
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Producgéo e colheitas de
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Figura 5. Processo de isolamento e produgdo de cogumelos através de método
axénico. Adaptado de Wassilieff (2008).

2.7.1. Producéo de Lentinula edodes

O fungo L. edodes é um biodegradador eficiente de madeiras e por isto é
comumente produzido em toras e serragem. Porém, para que a producdo obtenha
altos rendimentos é necessario a suplementacédo de 20 a 30% de materiais como
farelo de arroz, trigo, painco e outros (Pire et al., 2001; Philippous et al., 2007).
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No inicio, a producdo de L. edodes era realizada principalmente através de
toras de arvores. No entanto, por volta de 1970, o desenvolvimento de uma nova
tecnologia na China facilitou o processo de producéo e reduziu significativamente o
tempo necessério para a primeira colheita (Royse et al., 2017; Yu et al., 2021). A partir
desse momento, essa tecnologia foi adotada globalmente. No Japéo, o principal
substrato utilizado sdo cavacos de madeira solidificados (Ogawa e Yashima, 2019),
enquanto no Brasil o substrato principal € a serragem de eucalipto acrescida de farelos
(Zied et al., 2023).

Diferentes formulacdes sintéticas sdo encontradas para a producdo de L.
edodes, que sdo escolhidas pela disponibilidade de materiais e dos custos de
aquisicdo. Como férmula padrdo para a producdo da espécie, se utiliza 80% de
serragem de madeira e 20% de suplemento, sendo as porcentagens calculadas como
base no peso seco dos materiais (Ozcelik e Peksen, 2007; Huang et al., 2022). Apés
a confeccdo dos substratos, eles sdo ensacados e esterilizados a 121 °C por
aproximadamente 2h (para sacos de 2 a 3kg) (Chen, 2001).
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Figura 6. Cultivo de Lentinula edodes em blocos de serragem.

Antes da fase do cultivo existem as fases da corrida do micélio e da formacao
da capa micelial. A primeira fase é realizada a uma temperatura de 18 e 24 °C, por 28
a 35 dias. ApOs esse periodo, os blocos passam a obter uma coloragdo amarronzada
e surgem pequenas protuberancias, chamadas popularmente de “pipocas”. Nessa
fase a temperatura deve ser mantida entre 20 e 22 °C, e pode durar de 50 a 70 dias.
Apés esse periodo os blocos sé@o abertos e inicia-se a produgdo em uma temperatura
variando de 18 a 20 °C (Dhar, 2017; Yamanaka, 2017).
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2.7.2. Producéao de Pleurotus ostreatus

A espécie Pleurotus ostreatus € classificada como um fungo saprofita (Rhiner,
2021), um decompositor primario, e é naturalmente encontrada degradando troncos
de arvores (Savoie et al., 2007; Bellettini et al., 2019). O substrato para sua producdo
pode variar conforme a regido, devido a fatores como disponibilidade e valor,
permitindo a utilizacdo de diferentes materiais. O bagaco de cana, serragem, farelos,
residuos cafeeiros, e muitos outros materiais agricolas podem ser utilizados na
producdo, sendo que o substrato pode ser preparado pelo método pasteurizagédo ou

axénico (Estrada e Pecchia, 2017).

A pasteurizacao é um método que visa a selecdo de microrganismos termofilos
no substrato, os quais atuam como “protetores”. Devido as altas temperaturas, esse
processo resulta na eliminacdo de microrganismos competidores, em sua maioria
classificados como mesodfilos. A pasteurizacdo pode ou ndo ser precedida pela
compostagem do substrato, que ocorre naturalmente por meio da atividade
microbiana sobre a matéria-prima (Hernandez et al., 2003; Souza et al., 2014). Pode
ser realizada por diferentes métodos, como a imersdo em agua a 80-85 °C por 30 a
45 minutos, ou com o uso de vapor, em temperaturas de 60 a 100 °C, por periodos

gue variam entre 1 e 12 horas (Estrada e Pecchia, 2017).

J& o método axénico, o mais utilizado para a producao de P. ostreatus (Rugolo
et al., 2020; Lu et al., 2023), consiste na esterilizacdo do substrato a 118—120 °C por
50 a 60 minutos, ou a 100 °C por 5 a 6 horas. Nesse método, utiliza-se como base a
serragem, acrescida de suplementos como farelos de arroz e trigo, residuos

industriais, entre outros (Yamanaka, 2017).
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Figura 7. Cultivo de Pleurotus ostreatus atraves do método de substrato axénico.

Antes da producéo, o substrato com o fungo é incubado a temperatura entre
21-23°C e umidade entre 65-75%, com aproximadamente 4000ppm de concentracao
de dioxido de carbono (CO2) no ambiente. Para o cultivo é necessario a reducéo da
concentracédo de CO:2 para 2000ppm e da temperatura para 14-20°C e elevacéo da
umidade para 90% (Yamanaka, 2017). Dependendo da linhagem a ser cultivada pode

ser necessario a aplicacao da técnica de Scratching (Vieira Junior et al., 2023).

2.7.3. Uso de Spent Mushroom Substrate (SMS) em novos ciclos de producéao

Pesquisas recentes buscam a valorizacdo do uso do SMS sugerindo sua
utilizacdo como suplementacao adicional para novos ciclos de cultivos (Leong et al.,

2022). Zied e colaboradores (2020) verificaram que o uso de SMS em novos ciclos
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pode ser eficiente para algumas espécies, a0 mesmo tempo em que nao afeta
negativamente o rendimento em comparacdo como o uso de substratos padréo.
Porém, eles destacam que a utilizacdo deste residuo deve ser realizada somente

através de estudos tecnologicos especificos para cada espécie.

Mesmo sendo um material relativamente rico, os teores de carbono, nitrogénio,
celulose e lignina do SMS sao baixos em comparagao ao substrato inicial (Atila, 2019).
Desta forma, o primeiro passo antes de sua utilizag&o € realizar a suplementagdo com
nutrientes ou adicdo de novos materiais (Zhang et al., 2019), que deve ser feita de
forma diferente para cada caso, ja que a composicdo do SMS pode variar

principalmente devido a sua localizacéo e espécie que foi produzida.

Economou e colaboradores (2020) ao estudarem a capacidade de utilizar SMS
de P. ostreatus para a producao de um novo ciclo para P. ostreatus e P. pulmonarius,
obtiveram resultados que indicam claramente que o SMS suplementado € uma
matéria prima ideal para um segundo ciclo de cultivo, em ambas as espécies
estudadas. Da mesma forma, Mohamed e colaboradores (2020) demonstraram a
eficacia da utilizacdo do SMS para novos ciclos de producédo, porém afirmaram que
somente a utilizacdo do substrato reutilizado ndo é suficiente, sendo necessario a
adicdo de nutrientes oriundos de outras fontes. Por fim, os autores enfatizaram a
necessidade de novos estudos para compreender melhor a dinamica do uso do SMS

em novos cultivos.

2.7.4. Cenério na producado de cogumelos

A variedade de produtos derivados dos cogumelos cria um mercado repleto de
oportunidades. Os principais exemplos estdo na gastronomia, como alimentos e
bebidas a base de fungos e na coleta de cogumelos silvestres, que representa uma
fonte importante de renda (Li et al., 2021; Niazi e Ghafoor, 2021; Kousar et al., 2024).
A producéo de cogumelos cresceu 30 vezes de 1977 até 2017 (Royse et al., 2017),
sendo Pleurotus e Lentinula as principais espécies cultivadas (Nobre et al., 2024). Em
2017, a producdo mundial foi estimada em cerca de 71,7 milhdes de toneladas, com

a China responsavel por aproximadamente 47% desse total, consolidando-se como
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lider mundial em producao, consumo e exportacédo (Chang et al., 2017). Outros paises
com producdo significativa sdo os Estados Unidos (11%), Holanda (7%), Pol6nia,
Espanha, Franca, Italia, Irlanda, Canada e Reino Unido (Thakur, 2020). Ainda assim,
projeta-se uma expansao substancial na producéo até 2028, impulsionada por hbitos
alimentares que favorecem alimentos mais nutritivos e saudaveis (Mukherjee et al.,
2024).

A pandemia de SARS-CoV-2 ressaltou a importancia da producdo de
cogumelos ndo apenas como fonte de alimentos de alta qualidade, mas também
devido as suas substancias antivirais e anti-inflamatérias, que possuem eficacia
dependente do consumo regular. (Hetland et al., 2020; Shahzad et al., 2020; Niazi e
Ghafoor, 2021; Parise et al., 2023; Ryoo et al., 2024).

Porém, a preocupacdo com a destinacdo de residuos que promova uma
agricultura mais sustentavel, levou a comunidade cientifica a desenvolver diversas
ferramentas para a aplicacdo dos residuos da fungicultura, transformando-os em
produtos de valor agregado (Andrews et al., 2021; Kousar et al., 2024). Sao exemplos
disso a producao de biocarvao (Grimm et al., 2024), a modulacdo de microrganismos
do solo e fornecimento de carbono (Yang et al., 2024), a geracao de gas através de
plataformas de valorizacdo ambiental sustentavel (Lee et al., 2024), o uso como
substrato para a producédo vegetal (Alves et al., 2024) e a reutilizacdo na formulacéo

de novos substratos para a producdo de cogumelos (Kousar et al., 2024).
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CAPITULO 2 - Do residuo ao recurso: reutilizagdo sustentavel do substrato

pés-cultivo de shiitake em ciclos subsequentes de producao

RESUMO - A valorizacdo dos residuos agricolas é uma pratica do cultivo de
cogumelos e promove a economia circular e a sustentabilidade ambiental. No entanto,
mesmo apos a producdo de um excelente alimento, a atividade gera um subproduto,
chamado de Spent Mushroom Substrate (SMS) ou substrato poés-cultivo de
cogumelos. Seu uso em novos ciclos de producdo, pode ser uma alternativa para
garantir a reciclagem e reducédo de custos de producéo. O objetivo deste trabalho foi
verificar a utilizacdo do SMS de Lentinula edodes em novos ciclos de producéo,
reduzindo a concentracdo de farelos no substrato. Foram realizados trés ciclos de
producdo sucessivos com dois tipos de substrato inicial (alto-N e baixo-N). Os
residuos do primeiro ciclo foram adicionados aos substratos do segundo com 5%, 10%
e 20% de SMS. Posteriormente o SMS de cada porcentagem foi utilizada para a
formulacdo de novos substratos também com 5, 10 e 20%. Como controle foi utilizado
uma formulacéo sem adicéo de SMS. Para substratos alto-N foi utilizado a formulagao
do substrato com serragem (75%), farelo de trigo (12,5%), farelo de arroz (12,5%) e
calcita (2%). Para substratos baixo-N utilizou-se serragem (83%), farelo de trigo
(7,5%), farelo de arroz (7,5%) e calcita (2%). Os cogumelos foram entdo colhidos
durante os ciclos de producédo, contados e pesados para a determinacdo de:
produtividade (%), nimero de cogumelos e massa de cogumelos (g). Também foram
determinados os valores de nitrogénio (N), calcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na),
relacdo C/N, condutividade elétrica e pH dos substratos utilizados assim como dos
SMS dos dois primeiros experimentos. Verificou-se que a reducao de farelos no
substrato baixo-N reduz o rendimento do shiitake, independente da adicdo de SMS.
O uso de SMS foi eficiente no terceiro ciclo, especialmente para o substratos alto-N
com 5% ou 10% de SMS. A eficacia do SMS depende dos nutrientes principalmente
nitrogénio. S&o necessarios mais estudos para compreender os ganhos econémicos
e energéticos, bem como a emisséo de gases e a fixacdo de carbono associados a
essa tecnologia.

Palavras-chave: Substratos de cultivo, economia circular, cultivo de cogumelos,
reciclagem de substratos, sustentabilidade na fungicultura.
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1. INTRODUCAO

O sistema de producéo agricola €, em sua maioria, considerado uma atividade
intensiva (Campbell et al., 2017). Tem surgido sistemas alternativos de producgéao que
se propde a garantir o bem-estar humano e ambiental (Devkota et al. 2020; Deguine
etal., 2023; Finger et al., 2024). A economia circular é uma ferramenta para de projetar
sistemas industriais ou feitos pelo homem, desde que tenham como base os principios

ecolégicos para alcancar a sustentabilidade (T6th, 2019; Fang et al., 2024).

A producédo de cogumelos € uma atividade que abrange conceitos da economia
circular, utilizando-se de residuos agricolas, como palhas, bagacos, restos de
culturas, e outros (Thakur, 2020; Goglio et al., 2024) na geracéo de alimentos ricos
em polissacarideos, aminoacidos essenciais, fibras, vitaminas e minerais,
principalmente quando preparados frescos (Mattila et al., 2001; Krittanawong et al.,
2021).

O consumo de cogumelos no Brasil ainda é baixo em comparagdo com outros
paises (Rodrigues et al., 2022), sendo influenciado principalmente pelo alto custo, o
gue se justifica pelo baixo poder aquisitivo de parte da populacédo (Cianni et al., 2023).
Esse cenério reflete a auséncia de tecnologias especificas para a fungicultura local
(Guedes et al., 2021), agravado pela recente volatilidade do mercado agricola, que
afeta diretamente alguns insumos utilizados na producéo e eleva os custos produtivos
(Huang et al., 2021; Mustafa et al., 2024).

A comunidade cientifica busca alternativas que visem reduzir os custos de
producdo e tornar a producdo de cogumelos ainda mais sustentavel, como a
destinacédo e utilizacdo do Spent Mushroom Substrate (SMS), que € o substrato
residual do final do ciclo de producao (Leong et al., 2022; Alves et al., 2024). Mesmo
diante dos avancos da utilizacdo do SMS, grande parte deste residuo ainda é
descartada em aterros, incinerados, gueimados a céu aberto ou dispostos no solo de
forma inadequada, causando incOmodos ambientais, que incluem a contaminagéo do
solo e poluicédo do ar e dos cursos d’agua (Lam et al., 2019), bem como potencializa

o indice de contaminacao da propria producao de cogumelos.

Em comparacgéo com as alternativas, a reintroducdo do SMS em novos cultivos

€ uma pratica recente que é considerada eficaz (Leong et al., 2022). No final do
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processo produtivo, 0 substrato ainda possui quantidades significativas de nutrientes
e composto organicos, favorecendo sua utilizacdo. Entretanto, metodologias e
protocolos para sua utilizagcdo ainda sao escassos, 0 que impede que sua dinamica
seja totalmente compreendida (Zied et al., 2020).

Lentinula edodes, popularmente conhecido como shiitake e xianggu (Yan et al.,
2021; Wen et al., 2022), é o segundo cogumelo mais cultivado do mundo e utilizado a
muitos anos principalmente na tradigéo oriental, como alimento e medicamento, sendo
considerado um dos cogumelos mais importantes. Isto ocorre principalmente por sua
variedade de biomoléculas medicinais, incluindo polissacarideos, lipidios, esterais,
entre outros, além da sua composicdo com quantidades significativas de
micronutrientes, vitaminas e fibras (Bisen et al., 2010; Skovic et al., 2018). Nao
obstante, devido a sua proporcdo especifica de cultivo, o shiitake é,
consequentemente, responsavel por grande parte da geracdo de residuos na

fungicultura.

A cada quilo de cogumelo colhido, aproximadamente 5 kg de SMS séo gerados
(Zied et al., 2021). A producdo mundial de cogumelos é de 34,8 bilhbes de
quilogramas por ano (Royse et al., 2017), sendo que 22% deste valor se refere a
producdo de L. edodes, o que equivale a uma quantidade de SMS anual de 38,3
bilhdes de quilogramas. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estudar a
destinacdo do SMS de L. edodes em novos ciclos sucessivos de producdo de

substrato.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Centro de Estudos em Cogumelos
(CECOG), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnolégicas (FCAT) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Dracena. A pesquisa foi
estruturada em trés etapas. Inicialmente, foi realizado um estudo comparativo entre
substrato alto-N e baixo-N para o cultivo de L. edodes. Adicionalmente, investigou-se
a utilizagdo do SMS na formulag&o de novos ciclos de produgéo.
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O primeiro experimento foi composto por dois tipos de substratos: o substrato
alto-N, com maior adicdo de farelos, e o substrato baixo-N, com menor adicdo. No
segundo experimento, testaram-se diferentes dosagens de SMS (5%, 10% e 20%) na
formulacéo de novos substratos. Com a adicdo do SMS, a porcentagem de farelos foi
reduzida proporcionalmente. O SMS utilizado nesse experimento provinha do primeiro
experimento. Finalmente, no terceiro experimento, utilizou-se o SMS do segundo
experimento para formular novos substratos, onde cada tratamento do experimento
anterior gerou trés novos substratos, com variacdo das dosagens. Em todas as trés

experimentacdes foi mantida a distingédo entre substratos alto-N e baixo-N (Figura 1).

Experimentagdo
reuso de
SMS

Substrato Substrato
Alto-N Baixo-N

Substrate Baixo-N + 0% SMS 20% SMS wa

Substrato Baixo-N + 5% SMS

Substrato Baixo-N + 10% SMS

Substrato Baixo-N + 20% SMS

10% SMS 10% SMS

Substrato Alto-N + 0% SMS

20% SMS

Substrato Alto-N + 5% SMS

Substrato Alto-N + 10% SMS

Substrato Alte-N + 20% SMS

=D -

* - 1° Experimento Substratos Alto-N +
N —
Controle (0% SMS) - 2° Experimento . Controle (0% SMS)
Substratos Baixo-N

- 3° Experimento »

Figura 1. Esquema de conducéo experimental da utilizagdo de substrato pés-cultivo
de Lentinula edodes em ciclos subsequentes. SMS: Spent Mushroom Substrate.

2.1. Primeiro experimento

Na primeira etapa, foram utilizados dois substratos para a producéo. O primeiro,
composto por serragem (75%), farelo de trigo (12,5%) e farelo de arroz (12,5%), foi
denominado substrato alto-N. O segundo possuia uma quantidade menor de farelos
(15%), sendo metade de farelo de trigo (7,5%) e farelo de arroz (7,5%), 0 que o levou
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a ser considerado um substrato baixo-N. Ao final dessa etapa, os dados de rendimento
agrondmico foram coletados para avaliacdo. Posteriormente, o SMS foi triturado ainda

fresco e imediatamente utilizado na etapa seguinte.

2.2. Segundo experimento

Utilizando o SMS do cultivo anterior (primeiro experimento), foram realizadas
as formulacbes da segunda etapa, mantendo a distingdo entre substrato alto-N e
substrato baixo-N. Cada substrato recebeu uma porcentagem especifica de SMS, com
a quantidade de farelos sendo reduzida proporcionalmente. Foram utilizadas trés
doses de SMS: 5%, 10% e 20%, além de um controle que n&o recebeu o residuo (0%).
Para o substrato alto-N, em que a concentracédo de farelo inicial era de 25%, a
guantidade de farelos foi reduzida conforme a adicdo de SMS. Por exemplo, no
substrato com 5% de SMS, foram 20% de farelos. O mesmo procedimento foi
realizado para o substrato baixo-N, no qual a adi¢cdo de farelos é limitada a 15%. No
substrato com 20% de SMS, a adicdo de farelos foi eliminada e a de serragem

reduzida em 5%.

2.3. Terceiro experimento

Na ultima etapa, foi realizado mais um ciclo de producao com diferentes doses
de SMS, em que cada dose utilizada no experimento anterior (segundo experimento)
serviu como base para trés novas concentragdes. Por exemplo, o SMS proveniente
do substrato alto-N com 5% de SMS foi utilizado na formulacdo de novos substratos
com 5%, 10% e 20% de SMS. O mesmo procedimento foi adotado para as demais

doses. Além disso, manteve-se a distingdo entre os substratos alto-N e baixo-N.

2.4. Producao do substrato

A produgdo dos substratos foram realizadas conforme as porcentagens

descritas anteriormente. Na formulacéo de todos os experimentos foi utilizado 25% de
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farelos, sendo 12,5% de farelo de arroz, 12,5% de farelo de trigo para o substrato alto-
N e 15% de farelos, sendo 7,5% de farelo de trigo e 7,5% de farelo de arroz para o
substrato baixo-N. Todos os substratos receberam a adi¢cdo de 2% de carbonato de
calcio (CaCOgs) para corre¢cdo do pH. Como base para o substrato, utilizou-se a
serragem de eucalipto nas porcentagens de 73% e 83% nos substratos alto-N e baixo-
N, respectivamente, exceto no caso de tratamentos com reducao de serragem devido
a adicdo de substrato pds-cultivo (substratos baixo-N). Para a formulacdo, todos os
ingredientes foram misturados até a sua completa homogeneizagcédo. A umidade do
substrato foi corrigida até atingir 65%. Em seguida, o substrato foi ensacado na

quantidade de 2 kg, prensado e autoclavado por 4 horas a 121 °C.

2.5. Producdo do in6culo e inoculacao

A producdo do inéculo foi realizada conforme metodologia proposta por
Moreaux (2017), com a producdo de matriz priméria, secundéria, terciaria e inoculo.
Para a producgéo de matriz terciaria e inéculo, foi utilizada a formulacdo do substrato
de cultivo contendo 78% de serragem de eucalipto, 10% de farelo de trigo, 10% de
farelo de arroz e 2% de carbonato de calcio. Utilizou-se a linhagem de LED 19/11 de
L. edodes isolada de produtores da regido de Botucatu, no Estado de S&o Paulo,
Brasil. A inoculacdo ocorreu em ambiente controlado, através da utilizacdo de fluxo
laminar, onde 2% (40g) do peso do substrato foi adicionado de in6culo. Ao final, os
blocos foram selados e conduzidos a sala de incubacédo, permanecendo em uma

temperatura de 26 a 28 °C e umidade relativa de 80 a 85%.

2.6. Producdo e colheita dos cogumelos

Ao final do periodo de colonizacao, os blocos foram retirados das embalagens
plasticas, lavados em agua corrente para a remocao dos exsudados e, em seguida,
transferidos para a sala de producao, onde permaneceram a uma temperatura de
19+ 2 °C e umidade relativa de 80 £ 5%. Para os substratos alto-N, esse procedimento
foi realizado apds 80 dias de incubacgéo, enquanto que para os substratos baixo-N,
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foram necessarios 90 dias até a completa formacdo da capa micelial. Foram
realizados quatro fluxos de producdo; entre cada um deles, os blocos foram
submersos em um tanque com agua por 8 horas, visando a inducéo da frutificagdo. A
colheita foi feita manualmente, respeitando-se o ponto ideal de colheita (antes da
completa abertura do pileo). Os cogumelos foram contados e pesados para as

avaliacoes das caracteristicas agronémicas.

2.7. Variaveis analisadas

Os experimentos foram avaliados quanto as seguintes caracteristicas
agrondmicas: produtividade (massa de cogumelos colhidos*100 / massa Umida do
substrato inicial), nimero de cogumelos e massa de cogumelos (massa fresca de
cogumelos / numero de cogumelos). Também foram determinadas as caracteristicas
quimicas dos substratos e do SMS utilizado, com a analise de macronutrientes,
relacdo C/N, condutividade elétrica e pH seguindo as metodologias propostas pelo
Manual de Métodos Analiticos Oficiais para Fertilizantes e Corretivos (Mapa, 2007;
Mapa, 2017).

2.8. Delineamento experimental e analise dos resultados

Todos os experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com um total de 10 repeticbes, onde o primeiro experimento foi
conduzido em um fatorial simples com 2 substratos (alto-N e baixo-N), perfazendo 20
unidades experimentais. O segundo foi conduzido em esquema fatorial duplo com 2
substratos (alto-N e baixo-N) e 4 dosagens de SMS, perfazendo 80 unidades
experimentais. Por ultimo, o terceiro experimento foi conduzido em fatorial duplo,
sendo dois substratos (alto-N e baixo-N) e diferentes formulacdes de SMS do
experimento passado (0%, 5%, 10% e 20%), acrescidos de novas porcentagens de
SMS (5%, 10% e 20%), além do tratamento sem a adi¢cdo de SMS, perfazendo 260
unidades experimentais. Apos a obtencao dos dados, eles foram submetidos a anélise

de variancia e posteriormente comparados pelo teste de médias de Tukey a 5% de
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probabilidade. Para a estatistica e a confec¢ao dos graficos foi utilizado o software R
(R Core Team, 2024).

3. RESULTADOS

A experimentacao foi conduzida em trés etapas. ApOs a primeira etapa foi testada
a utilizagéo do SMS do experimento anterior para a formulagdo de um novo substrato
em diferentes doses. Além disso, foram utilizados dois tipos de substrato: um
substrato padrao (alto-N), com suplementacdo comercial, e um substrato baixo-N,

com suplementacéo reduzida.

3.1. Primeiro experimento

A reducéo dos farelos de 25% (substrato alto-N) para 15% (substrato baixo-N)
resultou em uma diminuicdo significativa da produtividade de L. edodes,
demonstrando um decréscimo de aproximadamente 38%. Observou-se também que
0 substrato alto-N produziu uma quantidade maior de cogumelos que apresentaram

uma menor massa (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento de Lentinula edodes cultivado em substratos com diferentes
formulacoes.

Massa Média de Numero Cogumelos

Substrato Produtividade (%) cogumelos (g) (un)
Alto-N 32,66 a 26,23 3l5a
Baixo-N 23,61 Db 29,55 20,91 b
Média 28,13 27,89 26,2
DMS 4,13 3,55 5,34
CV (%) 17,35 15,06 24,08

Médias seguidas de letras distintas entre linhas diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. DMS= Diferenca minima significativa. CV= Coeficiente de variac¢ao.
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Tal produtividade obtida pelo substrato alto-N sé&o adquiridas pelo maior teor de
N e a menor relacdo C/N. O substrato baixo-N apresentou maior teor de Ca. Nota-se
que ao final do cultivo, o SMS foi mineralizado, proporcionando um incremento nos
valores de todos os elementos quimicos e reduzindo a relacdo C/N, o que o deixou

apto para uso em novas formulacdes de substratos (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise quimica de substrato e Spent Mushroom Substrate (SMS) do
primeiro experimento, considerando substratos alto-N e baixo-N para a producéo de
Lentinula edodes.

Condutividade
N Ca Mg Na Relagdo o
Substratos elétrica pH
% (ao natural) mg/kg C/N mS/cm
Alto-N 0,64 £ 0,01 0,66 + 0,01 0.35+0,01 212,10 + 4,24 73+ 1,46 1,43 +0,03 5,83+0,11
Baixo-N 0,50 £ 0,01 0,84+0,01 0.34+0,01 211,43+4.22 92 +1,84 1,11 + 0,02 5,60 £0,11

Spent Mushroom Substrate (SMS)
SMS alto-N 1,07+0,02 2,42+0,04 1.13+0,02 347,03+6,94 36+0,72 4,24 + 0,08 4,07 £ 0,08

SMS baixo-N  080+001  240+004 085:002 34816+696 47094 283:006  4,19+0,08

3.2. Segundo experimento

A andlise de regresséao para a segunda experimentacdo mostrou que a adi¢cao
de SMS proveniente do primeiro experimento de L. edodes reduziu a produtividade.
Quanto maior a dose utilizada, maiores foram as perdas, tanto em substratos alto-N
quanto em baixo-N. E interessante mencionar que o substrato alto-N, quando
adicionado de 10% de SMS, numa formulacdo com 15% de farelo, obteve uma
produtividade muito semelhante ao substrato baixo-N, sem o uso de SMS, com 15%
de farelos, e com valores de 20,39% e 21,64%, respectivamente. O numero de
cogumelos para o substrato alto-N também é reduzido conforme o aumento da dose;
no entanto, para substratos baixo-N, 0os numeros se mantém com uma menor
variacao, inclusive néo diferindo do substrato alto-N para as doses de 10 e 20%. Para

a massa de cogumelos, a analise de regresséo néo foi significativa (Figura 2).
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Figura 2. Andalise de regressado para parametros agronémicos de Lentinula edodes,
cultivados com diferentes doses de Spent Mushroom Substrate. Letras distintas dentro
da mesma dose indica diferenca estatistica entre substratos pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

A aplicacdo de porcentagens crescentes de SMS proporcionou uma reducao
no teor de N nos substratos, e um incremento dos teores de Ca, Mg, Na e
condutividade elétrica. Ao comparar os valores de N e relagdo C/N dos substratos alto-
N sem SMS do primeiro e segundo experimento, verificou-se que o substrato do
segundo experimento possuia maior teor de N (0,71%) e menor relacdo C/N (64/1).
Como consequéncia, o0 substrato pés-cultivo alto-N, sem a aplicagcédo de SMS em sua

formulacéo, apresentou um elevado valor de N (1,32%) (Tabela 3).
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Tabela 3. Andlise quimica de substrato e Spent Mushroom Substrate (SMS) do
segundo experimento, considerando substratos alto-N e baixo-N para a producao de
Lentinula edodes.

Condutividade
N Ca Mg Na Relagdo Elétrica pH
Substrato CIN rSlom
% (ao natural) ma/kg
Alto-N + 0% SMS 0,71+0,01 093+0,02 043+0,01 210,90+4,22 64+1,28 1,55 +0,03 6,03 +0,12
Alto-N + 5% SMS 0,65+0,01 1,01+0,02 045+0,01 22843+457 70+1,42 1,55 +0,03 6,02 +£0,12
Alto-N + 10% SMS 0,59+0,01 1,10+0,02 0,47+0,01 24596+492 75+151 1,56 + 0,03 6,00 £ 0,12
Alto-N + 20% SMS 0,47+0,01 1,27+0,03 050+0,01 281,03+562 88+1,77 1,57 £0,03 6,04 £0,12
Baixo-N + 0% SMS 048+0,01 086+0,02 036+0,01 211,27+4,23 96+1,92 1,14 £ 0,02 6,01 +£0,12
Baixo-N + 5% SMS 0,41+0,01 094+0,02 0,36+0,01 228,47+457 115+2,30 1,07 £ 0,02 6,00 £0,13
Baixo-N +10% SMS  0,33+0,01 1,03+0,02 0,36+0,01 24569+4,91 136+2,73 0,99+0,02 6,00 £ 0,11
Baixo-N +20% SMS  0,19+0,00 1,20+0,02 0,37+0,01 280,12+560 228+456 0,85+0,02 6,01 +£0,12
Spent Mushroom Substrate (SMS)
SMS Alto-N + 0% 1,32+0,03 1,92+0,04 1,06+0,02 280,00+560 310,62 2,35+ 0,05 4,39 + 0,06
SMS Alto-N + 5% 1,19+0,02 2,47+0,05 0,94+0,02 36533+731 33+0,66 3,08 + 0,06 4,46 + 0,09
SMS Alto-N + 10% 0,93+0,02 2,65+0,05 0,97+0,02 404,77 +8,10 42+0,84 3,52 +£0,07 4,49 + 0,10
SMS Alto-N + 20% 0,66+0,01 191+0,04 0,72+0,01 349,51+6,99 58+1,16 3,07 £ 0,06 4,33 +£0,09
SMS Baixo-N + 0% 1.11+0,02 2,10+0,04 0,87+0,02 346,14+6,92 38+0,76 4,33 +£0,09 4,48 + 0,09
SMS Baixo-N + 5% 0,86+0,02 229+0,05 0,84+0,02 348,00+6,96 48+0,96 3,90 + 0,08 4,43 + 0,09
SMS Baixo-N +10% 0,55+0,01 2,52+0,05 0,79+0,02 34551+6,91 71+142 2,98 + 0,06 4,43 +0,08
SMS Baixo-N +20% 0,39+0,01 2,75+0,05 0,78+0,02 369,83+7,40 98+ 1,96 2,74 + 0,05 4,42 + 0,09

*SMS proveniente do primeiro experimento.

3.3.

As diferentes porcentagens de SMS
10% e 20%), proporcionou um aumento

Terceiro experimento

utilizados no experimento anterior (5%,

de produtividade no substrato alto-N,

enguanto que o substrato baixo-N apresentou, como no segundo experimento, uma

reducdo na produtividade. Notavelmente, a dosagem de 10% (substrato alto-N)

resultou em médias mais expressivas e significativas, conforme a andlise de

regressdo, com um aumento de producdo até a dosagem de 10%, atingindo 37,41%

de produtividade, o que representa um incremento de aproximadamente 11% na

produtividade. Os demais substratos de base rica (alto-N) foram responsivos até a

dosagem de 5%, com excecdo do tratamento controle (0%), que apresentou

rendimentos menores com diferentes doses de SMS, assim como demonstrado nos

experimentos anteriores. Para os substratos de base pobre (baixo-N), apenas o
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residuo de dosagem 20% em relacdo ao experimento anterior, foi responsivo até a

dosagem de 5%, com um modesto aumento de 2% em comparacdo ao controle, iSso

em relacdo a produtividade (Figura 3).
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Figura 3. Andlise de Regresséo para rendimento de Lentinula edodes cultivado em
substrato com diferentes fontes e doses de Spent Mushroom Substrate (SMS). Letras
distintas dentro da mesma dose indica diferenca estatistica entre substratos pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

O uso sucessivo do SMS no terceiro ciclo de producdo demostrou-se viavel,

inclusive em relacdo a acidificacdo do substrato com indices de pH mais baixos no

momento da formulacdo do substrato principalmente quando a dose de 20% de SMS
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na forma acumulativa foi usada. Isso representa praticamente 40% do volume total do
substrato formulado, com resultados na ordem de 4,8. Nota-se que valores
intermediarios de N e relagdo C/N foram cruciais para o sucesso desta técnica (Tabela
4).
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Tabela 4. Analise quimica de substrato do terceiro experimento, considerando substratos alto-N e baixo-N para a producéo de

Lentinula edodes.

Na ~ Condutividade
Substrato N Ca Mg mg/kg Relacdo C/N Elétrica mS/cm PH
% (ao natural)
Alto-N + 0% SMS 0.83 + 0,02 0,77 £ 0,02 0,44 + 0,01 212,21+ 4,24 58 +1,16 1,62 +0,03 5,78 +0,12
Alto-N + 5% SMS de* 0% 0,77 £ 0,02 0,94 £+ 0,02 0,49 £ 0,01 264,71 £ 5,29 62+ 1,24 1,60 £ 0,03 554 +0,11
Alto-N + 10% SMS de 0% 0,72+0,01 1,11+ 0,02 0,55+ 0,01 317,22+ 6,34 65+ 1,30 1,59 +0,03 530+0,11
Alto-N + 20% SMS de 0% 0,60 £+ 0,01 1,46 + 0,03 0,65 + 0,01 422,24 + 8,44 72+1,44 1,56 + 0,03 4,82 +0,10
Alto-N + 5% SMS de 5% 0,77 £ 0,02 1,02+ 0,02 0,49 £ 0,01 268,97 £ 5,38 63+1,26 1,64 + 0,03 553+0,11
Alto-N + 10% SMS de 5% 0,70+ 0,01 1,03 +0,02 0,53+ 0,01 325,73+6,51 67 +£1,33 1,66 + 0,03 529+0,11
Alto-N + 20% SMS de 5% 0,56 + 0,01 1,80+ 0,04 0,63 £ 0,02 439,25 + 8,78 76 £1,52 1,71 +0,03 4,81 +0,10
Alto-N + 5% SMS de 10% 0,75+ 0,02 1,04 £ 0,02 0,49 + 0,01 271,00 £ 5,42 64 + 1,28 1,66 + 0,03 5,54 +0,11
Alto-N + 10% SMS de 10% 0,67 £ 0,01 1,30+ 0,03 0,54 £ 0,01 329,73 + 6,59 69 £+ 1,39 1,71 +0,03 529+0,11
Alto-N + 20% SMS de 10% 0,51 +0,01 1,84 +0,04 0,64 + 0,01 447,25 + 8,94 84 + 1,68 1,80 + 0,04 4,80+ 0,10
Alto-N + 5% SMS de 20% 0,74+ 0,01 1,00 £ 0,02 0,48 + 0,01 268,22 + 5,36 65+ 1,30 1,64 +0,03 5,54 +0,11
Alto-N + 10% SMS de 20% 0,65 + 0,01 1,23+0,02 0,51+0,01 324,23+ 6,48 72+1,44 1,66 + 0,03 531+0,11
Alto-N + 20% SMS de 20% 0,46 + 0,01 1,69 + 0,03 0,58 + 0,01 436,25 + 8,72 94 +1,88 1,71+0,03 4,83+0,10
Baixo-N + 0% SMS 0,58 + 0,01 1,04+ 0,02 0,44 £ 0,01 289,24 + 5,78 85+1,70 1,36 £ 0,03 574+0,11
Baixo-N + 5% SMS de 0% 0,51 +0,01 1,28 +0,03 0,48 + 0,01 345,05 + 6,90 96+1,91 1,44 +0,03 5,50+ 0,11
Baixo-N + 10% SMS de 0% 0,44 £ 0,01 1,52+ 0,03 0,53 +0,01 400,86 * 8,02 107 £ 2,14 1,53 +0,03 525+0,11
Baixo-N + 20% SMS de 0% 0,29 + 0,01 2,00 + 0,04 0,61 + 0,01 512,48 £ 10,25 146 £ 2,92 1,70 £ 0,03 4,76 + 0,10
Baixo-N + 5% SMS de 5% 0,50 + 0,01 1,29 +0,03 0,48 + 0,01 345,15+ 6,90 98 £ 1,97 1,42 +0,03 5,50+ 0,11
Baixo-N + 10% SMS de 5% 0,41+ 0,01 1,54+ 0,03 0,52 £ 0,01 401,06 * 8,02 114 + 2,28 1,48 + 0,03 5,26 + 0,11
Baixo-N + 20% SMS de 5% 0,24 + 0,00 2,04 + 0,04 0,61+0,01 512,88+10,26 178 + 3,56 1,61+0,03 4,77 £ 0,10
Baixo-N + 5% SMS de 10% 0,48 £ 0,01 1,30+ 0,03 0,48 £ 0,01 345,05 + 6,90 102 + 2,03 1,37 +£0,03 5,50+ 0,11
Baixo-N + 10% SMS de 10% 0,38 £ 0,01 1,56 £ 0,03 0,52+ 0,01 400,86 + 8,02 123 + 2,47 1,39 +0,03 5,26 + 0,11
Baixo-N + 20% SMS de 10% 0,18 + 0,00 2,08 + 0,04 0,60+0,01 512,48+10,25 239+ 4,78 1,43 +0,03 4,77 £ 0,10
Baixo-N + 5% SMS de 20% 0,47 £ 0,01 1,31+0,03 0,48 £ 0,01 346,25 + 6,93 104 + 2,07 1,36 £ 0,03 549+0,11
Baixo-N + 10% SMS de 20% 0,36 + 0,01 1,58 £ 0,03 0,52+ 0,01 403,26 + 8,07 130+ 2,59 1,37 +0,03 5,26 + 0,11
Baixo-N + 20% SMS de 20% 0,15 + 0,00 2,13+ 0,04 0,60 + 0,01 517,28 + 10,35 294 + 5,89 1,38 £ 0,03 4,78 + 0,10

*indica a origem do SMS referente ao tratamento do segundo experimento.
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A analise de regressdo para a quantidade de cogumelos produzidos em

diferentes substratos mostrou uma reducdo no numero de basidiocarpos com

aumento das doses de SMS em substratos alto-N. Em contraste, em substratos baixo-

N, observou-se um aumento no numero de cogumelos com a dosagem de 5% de

SMS, oriundos do cultivo anterior nas misturas com 5, 10 e 20% (Figura 4).
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Figura 4. Analise de regresséo para o numero de cogumelos de Lentinula edodes
cultivados em substrato com diferentes fontes e doses de Spent Mushroom Substrate
(SMS). Letras distintas dentro da mesma dose indica diferenca estatistica entre
substratos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os substratos alto-N, ao utilizar diferentes dosagens de SMS, apresentaram
um incremento no tamanho do cogumelo. Este resultado chama a atencdo, mesmo
gue nao significativo nas dosagens de 0 e 5% de SMS do experimento anterior. Em
substratos baixo-N, observou-se uma redugdo na massa média dos cogumelos com
a adicdo de SMS. Como apresentado nos graficos anteriores, o substrato com 10 e
20% de SMS do experimento anterior, com a dose de 10 e 20% de SMS, nédo

produziram, resultando em massa de cogumelos igual a zero (Figura 5).
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Figura 5. Andlise de regressao para a massa média de cogumelos de Lentinula
edodes cultivados em substrato com diferentes fontes e doses de Spent Mushroom
Substrate (SMS). Letras distintas dentro da mesma dose indica diferenca estatistica
entre substratos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.4. Resultados gerais

Para entender o comportamento das variaveis no conjunto de dados, foram
realizadas andlises multivariadas. A andalise de PCA biplot foi aplicada para reduzir a
dimensionalidade e identificar as principais variaveis que contribuem para a
variabilidade dos dados. O biplot revelou uma interacdo entre os diferentes substratos
e 0s parametros agronémicos e quimicos (Figura 6a). As duas dimensfes, Diml e
Dim2, explicaram 28,9% e 58,1% da variancia total, respectivamente. O teor de
nitrogénio, a produtividade e o numero de cogumelos estdo no mesmo quadrante,
possuindo uma elevada correlacdo, se opondo a relacdo C/N. Nota-se também, que
o valor do pH possui uma relacao inversa ao calcio, sédio e magnésio, o que indica
que o pH acidifica com a biodegradacdo do fungo, aumentado o teor destes
elementos. Esses resultados sugerem uma complexa interacao entre os componentes
quimicos e agrondémicos, com implicacdes importantes para a otimizacdo das

condicbes de cultivo.

O modelo quadratico demostra que a partir de 0,8% de nitrogénio a resposta
na produtividade ja ndo é tdo ascendente, o que pode aumentar o custo de producéo
devido a utilizacdo de farelos e também o risco de contaminacéo principalmente se
adicionado uma dose elevada de SMS (Figura 6b). O inverso ocorre com a relagéo
C/N, sendo que valores proximos a 63 a 69/1 apresentaram as maiores
produtividades, alcancando uma reducéo drastica quando acima de 80/1 (Figura 6c).
Deve-se ressaltar também, que o menor valor de ralacdo C/N nao resultou na maior
produtividade, como no caso do experimento 3, com substrato alto-N, relacdo C/N de
58/1 e produtividade de 33,69%.
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Figura 6. Avaliacdo de dados quimicos e rendimento de Lentinula edodes, produzido
em substrato com diferentes formulacdes e dosagens de spent mushroom substrate,
sendo a: PCA biplot, b: grafico de modelo quadratico de contetado de nitrogénio, c:
grafico de modelo quadrético para relacdo C/N e (c) grafico de modelo linear para pH
(d). PCA: 1 e 2 substratos alto-N e baixo-N, respectivamente (primeiro experimento).
3-6 substratos alto-N do segundo experimento com doses de 0%, 5%, 10% e 20%,
respectivamente e 7-10 para substrato baixo-N, com mesmas dosagens. Demais
numeracoes referentes ao terceiro experimento sendo dosagens de 5% 10% e 20%
do substrato origem (segundo experimento, podendo ser 0%, 5%, 10% e 20%): de 11-
23 substratos alto-N e 24-36 substratos baixo-N. 11 sem SMS; 12-14 dosagens de
substrato 0%; 15-17 de 5%; 18-20 de 10%; 21-23 de 20%; 24 sem SMS; 25-27 de 0%;
28-30 de 5%; 31-33 de 10% e 34-36 de 20%.

Finalmente nota-se que o valor do pH influéncia de maneira negativa nos
valores de produtividade, conforme modelo linear apresentado, mesmo explicando
apenas 46% dos resultados obtidos. O pH nesta situagédo se torna uma ferramenta
importante, pois expressa o valor do SMS no final do cultivo, o que pode influenciar
no momento da formulacdo de novos ciclos sucessivos. O substrato recém formulado
no terceiro ciclo variou de 4,76 a 5,78, enquanto no segundo experimento se manteve

em torno de 6. Neste sentido, o excesso de SMS reduz a produtividade.
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4.  DISCUSSAO

A literatura ainda é escassa em estudos que abordem a utilizacdo do SMS na
reintroducéo de ciclos de producédo da mesma espécie. Por exemplo, o reuso do SMS
de L. edodes ja é realizado, no entanto, € destinado a producdo de outras espécies
(Zied et al., 2020). Sendo assim, pesquisas com essa abordagem sdo de extrema

importancia para a difusdo da técnica na producao de cogumelos.

A producédo de L. edodes utilizando um substrato a base de serragem de
eucalipto enriquecido com 25% de farelos (composto por 12,5% de farelo de trigo e
12,5% de farelo de arroz) e 2% de carbonato de célcio demonstrou ser para as
condicdes brasileiras, especialmente devido a ampla disponibilidade desses materiais
(Fabrizio et al., 2024; Santos et al., 2024). Além disso, os rendimentos obtidos estédo
dentro da média relatada na literatura internacional, com autores apresentando
resultados tanto inferiores quanto superiores (Yu et al., 2022; Sassine et al., 2024;
Zied et al., 2024).

Diversos residuos agricolas sdo empregados na producdo de L. edodes;
entretanto, diferentes substratos podem apresentar caracteristicas quimicas variadas,
influenciando, assim, os rendimentos. Um dos principais fatores envolvidos € a relacédo
entre carbono e nitrogénio (C/N), que pode limitar o desenvolvimento flngico, bem
como a producéo (Li et al., 2017; Desisa et al., 2023). Observa-se que a elevacao da
relacdo C/N de 73/1, no substrato alto-N, para 92/1, no substrato baixo-N, no primeiro
experimento, resultou em uma reducdo de aproximadamente 38% nos rendimentos
da espécie. Esta ocorréncia foi consistente nos demais experimentos, ainda que em
propor¢cdes distintas. O PCA biplot demonstra que relagcdes C/N mais elevadas

impactam negativamente na produtividade.

Desta forma a utilizacdo do SMS também é considerada viavel. Mesmo quando
a concentracdo de nitrogénio aumenta apds a mineralizacdo da biomassa, devido a
degradacédo do L. edodes ao final do cultivo (Narvaez et al., 2021), ainda ha uma
relacdo C/N alta, quando comparado aos farelos. Neste trabalho, o SMS apresentou,
em meédia, uma relacdo C/N de 50/1, enquanto o farelo de arroz apresentou 18/1
(Neves, 2014) e o de trigo 22/1 (Picornell-Buendia et al., 2016), respectivamente.

Nota-se que a relagdo C/N do SMS esté abaixo aos valores de relagdo C/N ideais
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encontradas no presente trabalho (63 a 69/1), o que indica que tal material pode ser
utilizado para substituir os farelos, reduzindo o custo de producdo do substrato. No
entanto, o indice de pH é um fator limitante, considerando que ele acidifica demais as

novas formulagdes.

A nutricdo do substrato também esta correlacionada com o0 nimero e a massa
média dos cogumelos. Observa-se que um substrato com menor relacdo C/N resulta
em uma maior quantidade de cogumelos colhidos, porém com massa reduzida.
Inversamente, quando se utiliza um substrato com menor quantidade de nutrientes
(Ca, Na e Mg), a quantidade de cogumelos € menor, mas a massa média dos

cogumelos €& maior. Sendo assim, a disponibilidade de nutrientes influencia

diretamente os aspectos fisicos dos basidiocarpos (Ozkan et al., 2022).

O tamanho dos cogumelos pode influenciar sua comercializacdo (Shah et al.,
2021; Cianni et al., 2023). No entanto, uma das principais consequéncias € que a
obtencdo de um maior nimero de cogumelos com massa reduzida aumenta os custos,
pois demanda mais tempo para a colheita, resultando em maior necessidade de mao
de obra, que representa um dos principais custos da producao (Alexander et al., 2002;
Li e Xu, 2022).

Os aspectos quimicos do substrato também estao relacionados ao valor do pH.
Deve-se ressaltar que a degradacdo da matéria organica proporciona uma reducéo
do pH (Sharma et al.,, 1997). A acidificacdo do substrato é essencial para o
desenvolvimento de L. edodes, pois fungo possui mecanismos para a regulacao deste
meio principalmente através da producéo de acido oxalico. A producao deste acido
esta relacionada ao pH do meio, de modo que, quanto maior a alcalinidade, maior
sera a expressao genica para a producao deste acido (Li et al., 2022). No entanto, a
acidificacao do substrato, em excesso, € prejudicial, tanto que a adicdo de CaCOs ao
substrato, promove o fornecimento de célcio, que atua no controle do oxalato,

substancial toxica ao fungo (Méakela et al., 2014; Li et al., 2022).

Outro fator correlacionado é a condutividade elétrica, que no SMS de L. edodes
apresenta valores elevados, atribuidas principalmente as altas concentracdes de sais
(Ribas et al., 2009), tais como Ca, Na e Mg, cujas concentracbes aumentam ao final

do ciclo de producdo em comparacado com o substrato inicial (Narvaez et al., 2021).
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Este fenbmeno também foi observado no presente estudo. Além disso, sabe-se que 0
residuo € composto por diversos subprodutos gerados durante o processo de
colonizacgdo, incluindo &cidos (Li et al., 2022), nutrientes (Ribas et al., 2009), enzimas
(Nakajima et al., 2018), entre outros, 0os quais podem influenciar as caracteristicas

quimicas do substrato, de maneira benéfica ou prejudicial.

Para a producéo de 5.000 blocos de 2 kg (10.000 kg de substrato fresco) de L.
edodes, sdo necessarios aproximadamente 3.500 kg de matéria seca de substrato,
dos quais 875 kg séo representados por farelos, sendo 437,5 kg de farelo de trigo e
437,5 kg de farelo de arroz. Com a substituicdo parcial de 15% de SMS, seriam
necessarios 525 kg de farelos, considerando 3.500 kg de matéria seca, tendo assim
262,5 kg de cada farelo. Tal exemplo, extraido do 3° experimento, foi adicionado de
10% de SMS em ciclos sucessivos, proporcionando um incremento no valor da
produtividade de 3,72%, quando comparado com o substrato controle, o que resulta
numa colheita de 372 kg de cogumelos sob 10.000 kg de substrato fresco ao final do

ciclo.

De acordo com a cotacao atual desses produtos (Clic Mercado, 2024; Ceagesp,
2024) e a conversdo direta para o délar!, isso representaria uma reducdo de USD
39,89 no custo para a formulacao do substrato (10.000 kg substrato umido) referente
ao uso de farelos, e um ganho de USD 2976 referente ao aumento de produtividade
nos 5.000 blocos, considerando o valor da venda dos cogumelos a USD 8 o quilo.
Acrescenta-se a isso a reducdo dos custos indiretos, com o transporte do residuo,
custo de descarte e outros.

Para além do ganho econémico, esta pratica promove a sustentabilidade na
agricultura, que € impulsionada pelo uso eficiente de recursos através da economia
circular e preservacao dos recursos naturais. A reutilizacao dos residuos da producéo
de cogumelos diminui a necessidade de insumos externos, resultando em menor
emissdo de gases de efeito estufa, uma vez que reduz a necessidade de transporte e
processamento desses materiais. 1Sso, por sua vez, aumenta a autossuficiéncia dos

produtores, tornando-os menos dependentes de fornecedores externos e mais

1Cota(;éo de reais para ddlar R$ 5,645 = 1 USD, na data de agosto de 2024 (BCB, 2024).
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resilientes as flutuacbes do mercado. Adicionalmente, o impacto da reutilizacao
desses materiais na diminuicdo de custos, afeta diretamente a disponibilidade e o
preco desse alimento para o consumidor final (Cianni et al., 2023), melhorando o

acesso e a qualidade de vida das familias.

5.  CONCLUSAO

O uso do substrato pds-cultivo de L. edodes, na produgédo de novos substratos
para a mesma especie, visando substituir parte da suplementagcao nitrogenada,
mostrou-se promissor, desde que considerados os valores de nitrogénio, relagdo C/N
e pH. O reuso deste residuo em substratos da prépria espécie para novos ciclos é
uma tecnologia emergente e ainda ha necessidade de mais pesquisas para consolidar

sua eficacia e estabelecer seu uso como uma ferramenta inovadora na fungicultura.
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CAPITULO 3 - Reutilizacdo do substrato pds cultivo de Pleurotus ostreatus

para a formulacdo de novos substratos em ciclos subsequentes.

RESUMO - A sustentabilidade €é um tema de grande relevancia na
contemporaneidade, especialmente no que diz respeito a gestéao de residuos. Apesar
de ser considerada uma atividade relativamente sustentavel, a producdo de
cogumelos gera uma quantidade significativa de residuos ao final do cultivo. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho é investigar a reutilizagdo do Spent Mushroom
Substrate (SMS), ou substrato pds-cultivo de cogumelos, para a formulacdo de novos
substratos destinados ao cultivo subsequente de Pleurotus ostreatus. Inicialmente,
foram elaborados dois tipos de substratos: alto-N, com maior concentracao de farelos,
e baixo-N, com menor concentracdo. Apés o primeiro cultivo, o SMS gerado foi
utilizado na formulacdo de novos substratos, incorporando diferentes proporcées do
residuo (5, 10 e 20%), respeitando a distingdo entre substratos alto e baixo-N. Um
terceiro ciclo de cultivo foi realizado com a reutilizagcdo do SMS gerado no segundo,
onde cada porcentagem passada se tornou novos substratos, com novas
porcentagens (5, 10 e 20%), respeitando a distincdo entre substratos alto e baixo N.
As formulagdes dos substratos foram as seguintes: alto-N: 73% de serragem, 12% de
farelo de trigo, 8% de farelo de arroz, 3,5% de quirera de milho, 1,5% de farelo de soja
e 2% de calcita. Baixo-N: 83% de serragem, 7,2% de farelo de trigo, 4,8% de farelo
de arroz, 2,1% de quirera de milho, 0,9% de farelo de soja e 2% de calcita. A medida
gue o SMS foi incorporado, houve uma reducao proporcional nos teores de farelos
utilizados. Durante os cultivos, os cogumelos foram colhidos e analisados quanto a
produtividade (%), nimero de cogumelos, massa fresca dos cogumelos (g) e numero
de pencas. Além disso, foi realizada a caracterizacdo quimica dos substratos, com a
determinacao de nitrogénio total (N), carbono (C), relacdo C/N, condutividade elétrica
e pH. Os resultados indicaram que a adicdo de SMS, acompanhada da reducao
proporcional de farelos, ndo foi benéfica para o rendimento de P. ostreatus. De modo
geral, nas condicles testadas, a adicdo de SMS reduziu a produtividade (%) em
comparacao aos substratos controle (sem SMS). N&ao foram observadas correlagdes
consistentes entre as variaveis quimicas dos substratos e o rendimento obtido,
embora os substratos alto-N tenham apresentado maior produtividade em geral.
Conclui-se que, nas condi¢cBes avaliadas, a reutilizacdo de SMS néo é viavel para o
cultivo de P. ostreatus. Contudo, os achados deste estudo abrem perspectivas para
futuras pesquisas visando aprimorar essa técnica e explorar estratégias alternativas
de aplicacdo do residuo.

Palavras-chave: Residuos agricolas, economia circular, fungicultura, cogumelos
ostra, shimeji.
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1. INTRODUCAO

Entre os anos de 1978 e 2016, a producao de cogumelos tem demonstrado um
crescimento expressivo, com um aumento de 30 vezes (Royse et al., 2016). Esse
crescimento deve-se principalmente a crescente preocupacao global com alimentos
mais saudaveis, ja que os cogumelos sao reconhecidos por seu alto valor nutricional
(Arshadi et al., 2023; Medihi et al.,, 2024). Além disso, os cogumelos sao
frequentemente associados ao tratamento de varias doencgas, incluindo doencas
neurodegenerativas (Zhou et al., 2024), cancer (Nandi et al., 2024), e possuem
atividades antioxidantes e anti-inflamatérias (Chen et al.,, 2024), entre outras

propriedades.

O cogumelo Pleurotus ostreatus € um dos fungos mais cultivados no mundo
(Zhao et al., 2024) através de praticas agricolas sustentaveis, especialmente no que
se refere a utilizacdo de residuos organicos como fonte de nutrientes em novos ciclos
de cultivo (Jahedi et al., 2024). P. ostreatus destaca-se ndo apenas pela sua
adaptabilidade (Mastro et al., 2023), mas também pelo potencial de minimizar o
desperdicio agricola, utilizando residuos como serragem, palha e farelos diversos
como substratos (Claude et al., 2024). Essa caracteristica destaca o papel do
cogumelo na promocdo da economia circular e na mitigacdo do desperdicio de

recursos naturais.

Concomitantemente ao crescimento da industria de cogumelos, observa-se um
aumento significativo na geracdo de residuos, conhecidos como Spent Mushroom
Substrate (SMS), ou substrato pés-cultivo de cogumelos (Kousar et al., 2024). A ma
gestdo desses residuos provenientes da producdo pode resultar em diversos
problemas ambientais, além de comprometer a integridade microbiolégica do cultivo
(Atallah et al. 2021). O SMS néo é totalmente degradado pelo fungo, com uma taxa
de decomposicéo variando entre 40% e 80% (Rodriguez Estrada et al., 2009). Este
residuo € composto por biomassa lignoceluldsica e pode conter substancias valiosas
em sua composi¢ao, como proteinas, compostos fendélicos, polimeros de agucar, entre
outros, variando conforme a regido e biomassa utilizada para o cultivo (Najafi et al.,
2019; Kousar et al., 2024).
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Nesse cenario, novas tecnologias para o uso do SMS vém emergindo, tanto
para aproveitar um residuo com potencial de promover melhorias em diversas areas
qguanto para buscar solu¢des que reduzam os impactos ambientais (Alves et al., 2024,
Grimm et al., 2024; Yang et al., 2024). Um dos principais focos € a reducéo dos custos
de producao por meio da reutilizagcdo do SMS na formulac&o de substratos para novos
ciclos de cultivo. No entanto, trata-se de uma tecnologia recente que ainda requer
ajustes para aplicacéo pratica (Zied et al., 2020), especialmente no que diz respeito a
compreensao e utilizagdo do SMS na producao da mesma espécie.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a reintroducdo do SMS em
substratos durante trés novos ciclos de producao de P. ostreatus, visando a reducéo
proporcional da quantidade de materiais concentrados utilizados, assim como

determinar a viabilidade da técnica.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Centro de Estudos em Cogumelos (CECOG),
pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologicas (FCAT) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), no Campus de Dracena. A pesquisa foi
dividida em trés etapas. A primeira etapa consistiu em um estudo comparativo entre
dois tipos de substratos, um com maior quantidade de farelos (alto-N) e outro com
menor quantidade (baixo-N) para o cultivo de Pleurotus ostreatus. Além disso, foi
analisada a aplicagdo do SMS na formulag&o de novos ciclos de produgéo (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de processo de realizacdo experimental para o reuso do substrato
pés-cultivo de Pleurotus ostreatus em novos ciclos de producao.

No primeiro experimento, utilizaram-se dois substratos distintos: alto-N, com
maior quantidade de farelos e consequentemente de nitrogénio, e baixo-N, com uma
quantidade menor de farelos. No segundo experimento, diferentes quantidades de
SMS (5%, 10% e 20%) foram testadas na formulacédo dos substratos, sendo que, a
medida que o SMS era adicionado, a propor¢cdo de farelos era reduzida
proporcionalmente. O SMS utilizado nessa etapa foi obtido a partir do primeiro
experimento. Por fim, no terceiro experimento, o SMS gerado no segundo experimento
foi reaproveitado na criacdo de novos substratos, em que cada tratamento anterior
gerou trés novas formula¢des com diferentes dosagens de SMS. Em todas as etapas,

a distincdo entre os substratos (alto-N e baixo-N) foi mantida.
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2.1. Primeiro experimento

Na primeira fase, dois tipos de substrato foram utilizados no cultivo. O primeiro,
denominado substrato alto-N, foi composto por 73% de serragem, 12% de farelo de
trigo, 8% de farelo de arroz, 3,5% de quirera de milho, 1,5% de farelo de soja e 2% de
calcita. O segundo, classificado como substrato baixo-N, continha menos farelos (15%
no total), sendo 83% de serragem, 7,2% de farelo de trigo, 4,8% de farelo de arroz,
2,1% de quirera de milho, 0,9% de farelo de soja e 2% de calcita. Ao término desta
etapa, foram coletados dados sobre o rendimento agrondémico para avaliacdo. Em
seguida, o residuo (SMS) foi triturado ainda fresco e imediatamente utilizado na

proxima fase.

2.2. Segundo experimento

O SMS gerado no experimento anterior foi utilizado na segunda fase,
mantendo-se a diferenciacdo entre os substratos alto-N e baixo-N. Cada substrato
recebeu uma quantidade especifica de SMS, e a quantidade de farelos foi ajustada
proporcionalmente. Trés concentracfes de SMS foram testadas: 5%, 10% e 20%,
além de um grupo controle sem adi¢cao de SMS (0%). No substrato alto-N, com 25%
de farelos na formulagéo original, a quantidade de farelo foi reduzida conforme o
aumento do SMS. Por exemplo, com 5% de SMS, utilizou-se 5% de SMS e 20% de
farelos. A mesma logica foi aplicada ao substrato baixo-N, no qual a quantidade inicial
de farelos era limitada a 15%. No substrato com 20% de SMS, os farelos foram

eliminados e 5% de serragem também foi removida.

2.3. Terceiro experimento

Na ultima fase, foi realizado um novo ciclo de producédo com diferentes doses
de SMS, repetindo-se as dosagens do segundo experimento, porém testadas em trés

novas proporcgdes. Por exemplo, o substrato alto-N com 5% de SMS foi utilizado em
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novas formulacdes contendo 5%, 10% e 20% de SMS. O mesmo procedimento foi
realizado para as demais concentracdes. A distingdo entre substratos alto-N e baixo-

N foi mantida.

2.4. Producao do substrato

As formulagcbes dos substratos seguiram as propor¢cdes mencionadas
anteriormente. Para todos os experimentos, o substrato alto-N continha 25% de
farelos (12% de farelo de trigo, 8% de farelo de arroz, 3,5% de quirera de milho e 1,5%
de farelo de soja), e o substrato baixo-N, 15% de farelos (7,2% de farelo de trigo, 4,8%
de farelo de arroz, 2,1% de quirera de milho e 0,9% de farelo de soja). Além disso,
todos os substratos receberam 2% de carbonato de célcio (CaCO3) para ajuste do
pH. A serragem de eucalipto foi utilizada como base do substrato nas propor¢des de
73% no substrato alto-N e 83% no substrato baixo-N, exceto nos tratamentos em que
a serragem foi reduzida pela adicdo de SMS. Os ingredientes foram misturados até a
obtencdo de uma mistura homogénea e a umidade foi ajustada para 65%. O substrato

foi entdo ensacado (2 kg por saco), prensado e autoclavado a 121°C por 4 horas.

2.5. Producdo do in6culo e inoculacao

A producado do in6culo seguiu a metodologia proposta por Moreaux (2017),
abrangendo a producdo de matriz primaria, secundaria, terciaria e do proprio inéculo.
Para a producdo da matriz terciaria e do inéculo, utilizou-se um substrato composto
por 75,5% de serragem de eucalipto, 10,8% de farelo de trigo, 7,2% de farelo de arroz,
3,15% de quirera de milho, 1,35% de farelo de soja e 2% de carbonato de calcio. A
linhagem utilizada foi a POS 22/03 de P. ostreatus, originaria da Coreia do Sul e
reisolada de produtores da regido de Mogi das Cruzes, no estado de Sao Paulo, Brasil.
A inoculagéo foi realizada em ambiente controlado, sob fluxo laminar, com 2% do peso
do substrato. Apds esse processo, 0s blocos foram selados e encaminhados para a
sala de incubacdo, onde permaneceram a uma temperatura entre 26 e 28 °C e

umidade relativa variando de 80 a 85%.
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2.6. Producao e colheita dos cogumelos

ApGs o periodo de colonizagéo, os sacos foram abertos com a retirada da parte
superior, borrifados com uma pequena quantidade de dgua e, em seguida, conduzidos
a sala de produgdo, onde permaneceram a uma temperatura entre 20 e 22°C e
umidade relativa variando de 80% a 85%. A colheita foi manual e realizada no ponto
ideal, antes da abertura completa do pileo. Os cogumelos foram contados e pesados

para analise das caracteristicas agronémicas.

2.7. Variaveis analisadas

As avaliacbes dos experimentos incluiram as caracteristicas agronémicas:
produtividade (massa dos cogumelos colhidos * 100 / massa Umida do substrato
inicial), nimero de cogumelos e massa média dos cogumelos (massa fresca / nUmero
de cogumelos) e numero de pencas. Também foram analisadas as propriedades
quimicas dos substratos e do SMS quanto a relagdo C/N, condutividade elétrica e pH,
conforme as metodologias descritas no Manual de Métodos Analiticos Oficiais para
Fertilizantes e Corretivos (Mapa, 2007; Mapa, 2017).

2.8. Delineamento experimental e analise dos resultados

Todos os experimentos seguiram um delineamento inteiramente casualizado,
com 10 repeticdes. O primeiro experimento foi organizado em um fatorial simples, com
dois substratos (alto-N e baixo-N), totalizando 20 unidades experimentais. O segundo
experimento seguiu um esquema fatorial duplo, com dois substratos (alto-N e baixo-
N) e quatro dosagens de SMS, resultando em 80 unidades experimentais. O terceiro
experimento também foi em fatorial duplo, com dois substratos (alto-N e baixo-N) e
diferentes concentracdes de SMS (0%, 5%, 10% e 20%) do experimento anterior,
onde cada uma deu origem a 3 novas concentracbes de SMS (5%, 10% e 20%),

somando 260 unidades experimentais. Apos a coleta dos dados, foi realizada analise
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de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de
significancia. O software R (R Core Team, 2024) foi utilizado para analise estatistica

e elaboracao dos gréficos.

3. RESULTADOS

A reducéo da concentracao de nitrogénio, decorrente da diminuicdo do uso de
materiais concentrados no substrato, resultou em uma queda de 22,04% no
rendimento, quando comparado ao tratamento com maior concentracao de nitrogénio
(alto-N). Observou-se 0 mesmo efeito sobre a massa média dos cogumelos, sendo
que o substrato alto-N promoveu cogumelos de maior massa em comparagao ao
substrato com menor concentracdo de nitrogénio (baixo-N). N&o foram identificadas
diferencas estatisticamente significativas no namero total de cogumelos nem no

namero de pencas (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento de Pleurotus ostreatus cultivado em substratos com diferentes
formulagoes.

Produtividade NUmero Massa NUmero

Substratos (%) Cogumelos média (g) Pencas
Alto-N 30,66 a 25,08 6,35a 4,16
Baixo-N 239b 24,08 5,15b 4,33
CV (%) 12,2 22,78 21,07 28,52

Letras distintas entre linhas, indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A reducdo dos concentrados adicionados (farelos e quirera de milho) aumentou
a relacdo C/N em 63,17%, devido a menor concentracao de nitrogénio no substrato.
Além disso, observou-se uma reducdo na condutividade elétrica associada a
diminuicdo desses componentes. O substrato pés-cultivo (SMS) apresentou uma
condutividade elétrica mais elevada (em comparacao ao substrato inicial), bem como

concentracgdes reduzidas de carbono e nitrogénio (Tabela 2).
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Tabela 2. Andlise quimica de substrato poés-cultivo do primeiro experimento,

considerando substratos alto-N e baixo-N para a producédo de Pleurotus ostreatus.

Relacéo Condutividade Elétrica

Substrato N C CIN mS/cm pH

Alto-N 0,84 48,9 58,2 1,57 57

Baixo-N 0,51 47,8 93,6 1,01 5,69
Substrato pos-cultivo de cogumelos (Spent Mushroom Substrate)

Alto-N 0,69 45,7 66,6 2,09 5,19

Baixo-N 0,5 45,7 90,7 2,06 512

A substituicdo dos concentrados por doses de SMS nao se mostrou eficaz,

conforme indicado pela andlise de regressdo no segundo experimento. A adicédo e

retirada proporcional dos concentrados resultou em perdas de rendimento, com

reducdo na produtividade, no niumero de cogumelos e no niumero de pencas, sendo

apenas a massa meédia dos cogumelos mantida estavel. Esse comportamento
observado tanto para o substrato alto-N quanto para o baixo-N, com as médias
tratamento alto-N apresentando valores superiores para produtividade e namero

cogumelos (Figura 2).
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Figura 2. Analise de regresséao para parametros agronémicos de Pleurotus ostreatus,
cultivados com diferentes doses de substrato pds-cultivo. Letras distintas dentro da
mesma dose indica diferenca estatistica entre substratos pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A adicao de doses de SMS resultou em uma reducéo na relagdo C/N, com um
aumento proporcional na medida em que se elevou a dosagem utilizada. A

condutividade elétrica diminuiu conforme o concentrado foi substituido pelo SMS,
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assim como o pH. Observou-se, novamente, que o SMS apresentou uma menor
concentracdo de nitrogénio em comparacdo ao substrato inicial, o que aumentou
consequentemente a relacdo C/N. Além disso, verificou-se um aumento na

condutividade elétrica e uma diminuigdo no pH (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise quimica de substrato e substrato pds-cultivo do primeiro
experimento, considerando substratos alto-N e baixo-N para a producédo de Pleurotus
ostreatus.

Condutividade
Substrato N Relacdo C/N  Eletrica mS/cm pH
Alto-N + 0% SMS 1,39 36,40 2,45 5,56
Alto-N + 5% SMS 1,24 40,18 1,92 5,50
Alto-N + 10% SMS 1,08 44,94 1,40 5,48
Alto-N + 20% SMS 0,78 60,88 1,33 5,45
Baixo-N + 0% SMS 1,02 50,40 1,19 6,02
Baixo-N + 5% SMS 0,90 56,31 0,98 5,98
Baixo-N + 10% SMS 0,74 67,50 0,77 5,78
Baixo-N + 20% SMS 0,59 83,95 0,69 5,54
Substrato pds-cultivo de cogumelos (Spent Mushroom Substrate)
SMS alto-N + 0% 0,94 49,76 2,78 4,62
SMS alto-N + 5% 0,97 48,77 3,13 4,52
SMS alto-N + 10% 0,80 57,51 2,91 4,66
SMS alto-N + 20% 0,50 92,04 2,04 4,66
SMS baixo-N + 0% 0,78 61,54 2,84 4,42
SMS baixo-N + 5% 0,64 75,78 2,16 5,19
SMS baixo-N + 10% 0,43 110,35 1,56 5,69
SMS baixo-N + 20% 0,26 176,96 1,34 5,70

No terceiro experimento, que utilizou o substrato pds-cultivo (SMS) do segundo
experimento, observou-se, por meio do modelo de regressao aplicado a produtividade,
que o parametro quadratico (grau 2) apresentou melhor ajuste aos dados obtidos,

sugerindo um possivel aumento ou estabilidade de rendimento com dosagens acima
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de 20%. No entanto, com base nos dados disponiveis, ndo foram observados
beneficios significativos na utilizacdo do SMS, dado que todos os tratamentos
apresentaram redugdes expressivas de rendimento. Mais uma vez, constatou-se que

0s substratos alto-N apresentaram médias superiores em comparagao aos substratos
baixo-N (Figura 3).
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Figura 3. Analise de regressao para a produtividade (%) de Pleurotus ostreatus
cultivados em substrato com diferentes fontes e doses de substrato pos-cultivo. Letras
distintas dentro da mesma dose indica diferenca estatistica entre substratos pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.



71

Analisando-se quanto a numero de cogumelos, também se observa uma

reducdo na quantidade de basidiomas, conforme a adicdo de SMS. Conforme a

origem do SMS (diferentes dosagens do segundo experimento) € possivel notar

diferentes comportamentos, no entanto maiores média sdo observadas no substrato

alto-N com frequentes constatacdes de diferenca estatistica entre alto-N e baixo-N.
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Figura 4. Andlise de regressdo para numero de cogumelos de Pleurotus ostreatus
cultivados em substrato com diferentes fontes e doses de substrato pés-cultivo. Letras
distintas dentro da mesma dose indica diferenca estatistica entre substratos pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Em relacdo a massa dos cogumelos, a remocao dos concentrados e a adicédo
de SMS até a dosagem de 10% reduziram as médias para essa variavel, com uma
recuperacdo desses valores nas dosagens de 20%. Esse padrdo, contudo, nao foi
observado para o SMS oriundo da dosagem de 10% no segundo experimento. Ao
comparar substratos alto-N e baixo-N, ndo se identificou um comportamento
consistente entre os tratamentos, havendo diferencas estatisticamente significativas
apenas nos substratos compostos por SMS com dosagem de origem de 20% (Figura
5).
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Figura 5. Andlise de regressdo para massa de cogumelos de Pleurotus ostreatus
cultivados em substrato com diferentes fontes e doses de substrato pés-cultivo. Letras
distintas dentro da mesma dose indica diferenca estatistica entre substratos pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

De modo geral, o numero de pencas foi reduzido com a adicao de SMS. Uma

excecao foi observada no substrato alto-N com SMS de origem 0%, onde houve um

aumento no nimero de pencas com a adicdo do residuo, apresentando diferenca

estatisticamente significativa entre alto-N e baixo-N na dosagem de 20%. Nos demais

casos, nao foram observadas diferengas estatisticas entre os substratos (Figura 6).
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Figura 6. Analise de regressdo para numero de pencas de Pleurotus ostreatus
cultivados em substrato com diferentes fontes e doses de substrato pdés-cultivo. Letras
distintas dentro da mesma dose indica diferenca estatistica entre substratos pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

O mesmo comportamento quimico foi observado nos substratos do terceiro
experimento, com reducdo de nitrogénio e pH devido ao acréscimo de SMS, e
diminuicdo da condutividade elétrica em funcdo da reducdo dos materiais

concentrados
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Tabela 4. Andalise quimica de substrato e substrato poés-cultivo do primeiro
experimento, considerando substratos alto-N e baixo-N para a producéo de Pleurotus

ostreatus.
Condutividade

Substrato N Relacdo C/N  Elétrica mS/cm pH
Alto-N + 0% SMS 1,21 41,7 1,96 6,27
Alto-N + 5% SMS de* 0% 1,18 42,2 1,70 6,03
Alto-N + 10% SMS de 0% 1,15 42,7 1,44 5,64
Alto-N + 20% SMS de 0% 1,09 45,7 0,92 5,34
Alto-N + 5% SMS de 5% 1,18 41,9 1,72 6,05
Alto-N + 10% SMS de 5% 1,15 43,1 1,47 5,88
Alto-N + 20% SMS de 5% 1,10 45,2 0,99 5,51
Alto-N + 5% SMS de 10% 1,17 42,4 1,70 6,05
Alto-N + 10% SMS de 10% 1,14 43,2 1,45 5,86
Alto-N + 20% SMS de 10% 1,07 46,3 0,95 5,48
Alto-N + 5% SMS de 20% 1,16 42,1 1,66 6,05
Alto-N + 10% SMS de 20% 1,11 44,5 1,36 5,86
Alto-N + 20% SMS de 20% 1,01 49,6 0,77 5,48
Baixo-N + 0% SMS 1,06 46,9 1,16 6,36
Baixo-N + 5% SMS de 0% 1,02 48,7 0,91 6,18
Baixo-N + 10% SMS de 0% 0,98 50,4 0,65 6,01
Baixo-N + 20% SMS de 0% 0,91 54,1 0,43 5,65
Baixo-N + 5% SMS de 5% 1,02 49,1 0,87 6,14
Baixo-N + 10% SMS de 5% 0,97 51,2 0,58 5,93
Baixo-N + 20% SMS de 5% 0,88 55,6 0,43 5,50
Baixo-N + 5% SMS de 10% 1,01 48,3 0,78 6,12
Baixo-N + 10% SMS de 10% 0,95 51,3 0,52 5,88
Baixo-N + 20% SMS de 10% 0,84 58,1 0,39 5,40
Baixo-N + 5% SMS de 20% 0,99 49,9 0,68 6,12
Baixo-N + 10% SMS de 20% 0,93 53,3 0,50 5,88
Baixo-N + 20% SMS de 20% 0,81 61,7 0,40 5,40

*indica a origem do SMS referente ao tratamento do segundo experimento.
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Para compreender o comportamento das variaveis no conjunto de dados, foram
realizadas analises multivariadas. A analise de PCA (analise de componentes
principais) com biplot foi aplicada para reduzir a dimensionalidade e identificar as
principais variaveis responsaveis pela variabilidade dos dados. O biplot revelou uma
interacao entre os diferentes substratos e os parametros agrondmicos e quimicos. As
duas primeiras dimensdes, PC1 e PC2, explicam 32,9% e 65,09% da variancia total,
respectivamente. Na maioria dos casos, 0s substratos alto-N e baixo-N formaram
agrupamentos distintos, com algumas excec¢des de substratos com comportamentos
semelhantes. A produtividade e o nimero de cogumelos apresentaram 0s maiores
valores no agrupamento 2, enquanto o agrupamento 1 apresentou maiores valores

para a relagdo C/N (Figura 7).
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Figura 7. Andlise de componentes principais (PCA) para variaveis agronémicas:
produtividade (Prd), nimero de cogumelos (Ncog), massa de cogumelos (MC) e
namero de pencas (Npn) e variaveis quimicas: Relacdo C/N (Rcn), condutividade
elétrica (Cne), nitrogénio (N) e pH de Pleurotus ostreatus cultivo em diferentes
substratos, com diferentes dosagens e origem de SMS em diferentes experimentos. 1
e 2 substratos alto-N e baixo-N, respectivamente (primeiro experimento). 3-6
substratos high-N do segundo experimento com doses de 0%, 5%, 10% e 20%,
respectivamente e 7-10 para substrato baixo-N, com mesmas dosagens. Demais
numeracoes referentes ao terceiro experimento sendo dosagens de 5% 10% e 20%
do substrato origem (segundo experimento, podendo ser 0%, 5%, 10% e 20%): de 11-
23 substratos high-N e 24-36 substratos baixo-N. 11 sem SMS; 12-14 dosagens de
substrato 0%; 15-17 de 5%; 18-20 de 10%; 21-23 de 20%; 24 sem SMS; 25-27 de 0%;
28-30 de 5%; 31-33 de 10% e 34-36 de 20%.

Para o conjunto total de dados (todos 0s experimentos), a construcdo de uma

rede de correlacdo revelou pouca influéncia entre os fatores. Observou-se uma
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correlacéo negativa entre a relacéo C/N e o nitrogénio, e uma correlacéo positiva entre
0 numero de cogumelos, 0 numero de pencas e a produtividade. Além disso,
constatou-se que a quantidade de cogumelos promoveu um aumento na

condutividade elétrica (Figura 8).

Figura 8. Rede de correlacao de totalidade dos dados (todos experimentos) para
diferentes substratos, com diferentes formulacdes e doses de SMS na producao de
Pleurotus ostreatus.

4. DISCUSSAO

A reutilizacdo do substrato pos-cultivo ou SMS, na producédo de cogumelos é
uma pratica comum, voltada para a destinacdo sustentavel desse residuo, com o
objetivo de minimizar impactos ambientais e reduzir os custos de producdo na
fungicultura (Zied et al., 2020; Dedousi et al., 2024). No entanto, observa-se que a
pratica de reutilizar o SMS na mesma espécie de cogumelo ainda é pouco frequente,
0 que limita a aplicacao dessa tecnologia para produtores que cultivam apenas uma

espécie.
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O substrato utilizado na producdo de Pleurotus ostreatus pode apresentar
variacfes, dividindo-se em duas categorias principais: substratos compostados e
pasteurizados, geralmente compostos por palhas agricolas e enriquecidos com
materiais concentrados (Pardo-Giménez et al.,, 2012), e substratos estéreis,
conhecidos como axénicos, que sédo formados principalmente por materiais como a

serragem de espécies arboéreas locais (Pathmashini et al., 2009; Hultberg et al., 2023).

Sendo assim, as formulagbes utilizadas neste trabalho apresentaram
rendimentos inferiores em comparacdo com a literatura, onde sdo encontradas
produtividades proximas a 45% (Bhatti et al., 2007; Girmay et al., 2016; Dedousi et al.,
2024), enquanto o tratamento controle (sem adicdo de SMS), com a formulagéo alto-
N, foi obtido, em média, 29,6%. Os constituintes do substrato, assim como seu
equilibrio nutricional, representam os principais fatores limitantes para alcancar alta
produtividade (Dedousi et al., 2024), especialmente no que se refere a relacédo entre

carbono e nitrogénio (C/N).

A deficiéncia de nitrogénio, por exemplo, pode desviar o catabolismo central de
carbono devido a inativacdo de enzimas como a fosfofrutoquinase e a isocitrato
desidrogenase dependente de NAD+ / NADP+ (Papanikolaou et al., 2019). Por outro
lado, baixas razdes de C/N podem promover uma elevada producéo de biomassa e a
sintese de materiais celulares nitrogenados, como proteinas, glucosaminas e outros
compostos (Papanikolaou et al., 2011; Dedousi et al., 2024). Concentracdes menores
de relacdo C/N mostraram-se mais eficazes neste estudo principalmente devido a
distingdo nos rendimentos entre substratos alto-N e baixo-N. Substratos com maior
concentracdo de nitrogénio apresentaram, de forma estatisticamente significativa,

maiores percentuais de produtividade em todos os experimentos realizados.

Dessa forma, a limitagdo dos rendimentos pode estar associada a incapacidade
do substrato de fornecer concentracfes ideais de nitrogénio, o que também impediu
0 acumulo desse nutriente no substrato pds-cultivo, tornando-o um residuo ineficaz
para substituir materiais concentrados na formulacdo do substrato. Substratos com
relacdo C/N entre 15,09 e 41,02 apresentam os maiores rendimentos para o cultivo
de Pleurotus ostreatus (Dedousi et al., 2024); no entanto, os valores observados neste

estudo sdo superiores a essa faixa, com uma média maior que 50/1 na maioria dos
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substratos, o que também impossibilitou a deteccdo de correlacdo significativa entre
o conteudo de nitrogénio e os rendimentos. Nao s6 a relacdo C/N, mas diversos
fatores podem interferir nos rendimentos de P. ostreatus, dentre eles, o teor de
celulose, hemicelulose e lignina, a disponibilidade de nutrientes, o pH e a
condutividade elétrica (Bellettini et al., 2019; Dedousi et al., 2024).

O numero de cogumelos esta relacionado a fatores que podem influenciar essa
variavel, incluindo a linhagem utilizada e o substrato de cultivo (Muswati et al., 2021).
Observou-se que a quantidade de basidiomas estd primeiramente associada ao
rendimento, como demostrado pela quantidade reduzida no substrato baixo-N em
comparacao ao alto-N; dessa forma, quanto menor a producdo, menor € o numero de
cogumelos. Além disso, observou-se uma correlagdo positiva entre os valores de
condutividade elétrica e o namero de cogumelos, provavelmente relacionada a
presenca de sais, como célcio, magnésio e sodio, além de outros nutrientes que
podem impactar o processo de frutificacdo (Jonathan e Fasidi, 2001; Sakamoto,
2018). O mesmo resultado foi observado para o nimero de pencas produzidas.

A massa dos cogumelos também é influenciada pela formulacdo do substrato
e pela disponibilidade de nutrientes, e por outros fatores (Royse et al., 2003; Yang et
al., 2013). Hoa e colaboradores (2015), ao cultivar Pleurotus ostreatus em diferentes
substratos, observaram que, quanto maior a relacdo C/N, menor a massa dos
cogumelos. No entanto, o presente estudo demonstrou 0 oposto: com 0 aumento da
relacdo C/N, a massa dos cogumelos aumentou, especialmente em substratos com
alto teor de nitrogénio, ou se manteve relativamente estavel em substratos com baixo
teor de nitrogénio. Esse efeito pode estar relacionado a adicdo de SMS, embora néo

tenha sido possivel identificar exatamente qual fator promove esse aumento.

As caracteristicas quimicas do substrato exercem grande importancia no
desenvolvimento e producdo dos cogumelos. O nivel de pH na faixa de 5 a 9 é
considerado 6timo para o desenvolvimento de Pleurotus spp. (Sultana et al., 2018;
Vilas et al., 2020). Seu desequilibrio pode afetar diretamente a quantidade de proteina
bruta, carboidratos e cinzas. Ademais, substratos fora da faixa ideal de pH podem
sofrer com compostos insollveis que se tornam inacessiveis para a absorcao, criados

através de certos nutrientes (Boadu et al., 2023).
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Os valores de pH observados neste estudo variaram de 5,34 a 6,27, conforme
0 substrato utilizado. Observou-se que o substrato ao final do cultivo do Pleurotus
(SMS) tende a apresentar pH reduzido, com média de 4,93, devido a atividade
metabdlica do fungo no substrato principalmente pela producéo de acidos orgéanicos,
como o acido oxalico (Bellettini et al., 2019). Mesmo em substratos com formulagcbes
idénticas, foram notadas variacfes heterogéneas nos niveis de pH, possivelmente
relacionadas as diferencas entre os lotes de serragem de eucalipto utilizados. O pH
desse material pode variar, assim como a composicdo de fibras (celulose,
hemicelulose e lignina), o que altera a atividade metabdlica do fungo e a geracao de
subprodutos que impactam as caracteristicas quimicas do substrato (Boadu et al.,
2023).

s

A condutividade elétrica € outro fator quimico relevante no substrato,
apresentando um aumento quando se compara o substrato inicial com o substrato ao
final do cultivo (SMS). Esse aumento ocorre principalmente devido a mineralizacéo de
sais (Ribas et al., 2009; Cebula et al., 2013; Narvaez et al., 2021), o que pode
representar um desafio para a reutilizacdo do SMS na producédo vegetal (Prasad et
al., 2021). No entanto, verificou-se que a condutividade elétrica ndo apresentou
impacto significativo na reutilizacdo do SMS em dosagens de até 20%, uma vez que
a reducéo dos materiais concentrados (farelo de trigo, arroz e soja, e quirera de milho)
contribuiu para uma diminuicdo significativa deste parametro. Isso foi evidenciado
pelas diferencas entre os substratos alto-N e baixo-N, em que, devido a maior
concentragdo de materiais concentrados, os substratos alto-N apresentaram valores

mais elevados de condutividade elétrica.

O principal fator limitante para a utilizacdo de substratos e residuos na
producdo de Pleurotus spp. estd diretamente relacionado as proporcdes de
celulose/lignina e de carbono/nitrogénio (Philippoussis e Diamantopoulou, 2001).
Assim, ndo foram identificados parametros ideais que permitam o uso do SMS de
Pleurotus ostreatus para sua reincorporagdo em novos ciclos de produgéo,
considerando as dosagens e formulacdes apresentadas neste estudo. No entanto, o
SMS é um residuo que possui em sua formulacdo diversos nutrientes, compostos
organicos (Lou et al., 2017) que podem ter diversas aplicacdes e serem utilizados

como alternativa para substituicbes de matérias de alto valor na cadeia de produgéo
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de cogumelos (Zied et al., 2020), como € o caso dos farelos. A sua reutilizacdo mostra-
se urgente para conter métodos de destinacdo com alto impacto ambiental, como a
queima, o descarte em aterros ou diretamente no solo, entre outros (HfebeCkova et
al., 2020).

Neste contexto, este estudo proporciona uma base promissora para futuras
pesquisas que visem equilibrar a composicdo quimica e a quantidade de SMS
utilizado, possibilitando o desenvolvimento de protocolos eficazes para sua
reutilizacdo e aplicacdo em novos ciclos de cultivo da mesma espécie. Isso pode
representar uma solucao significativa para a fungicultura mundial, ao reduzir os custos
operacionais com o descarte do residuo, além de minimizar o impacto ambiental

associado.

5. CONCLUSAO

A reutilizacdo do substrato pds-cultivo de Pleurotus ostreatus na formulacéo de
novos substratos para o cultivo da mesma espécie ndo se mostrou eficaz em nenhuma
das dosagens avaliadas, resultando em reducéo dos rendimentos em substratos com
guantidades maiores e menores de nitrogénio (alto-N e baixo-N). Esse fator foi
limitado pelo balango entre carbono e nitrogénio dos substratos iniciais. Contudo, este
estudo se estabelece como uma base promissora para investigacdes futuras que

busquem otimizar a eficiéncia dessa técnica.
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CAPITULO 4 - Estudo de alteracdes composicionais do contetdo
lignoceluldsico de substratos durante o ciclo de producéo de Lentinula edodes

e Pleurotus ostreatus.

RESUMO - Os fungos de podriddo branca sao microrganismos com alta eficiéncia na
degradacéo de materiais lignoceluloliticos. Essa eficiéncia € atribuida principalmente
ao seu intricado aparato enzimatico, capaz de degradar moléculas complexas, como
celulose, hemicelulose e lignina. Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar o
comportamento de duas espécies de cogumelos na degradacdo de substratos
lignoceluloliticos. Para isso, durante o periodo de cultivo, foram coletados substratos
das espécies Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus diretamente de empresas
comerciais de cultivo de cogumelos na regido de Castilla-La Mancha, Espanha. As
coletas foram realizadas antes da inoculacao e ao final de cada ciclo de producéo,
totalizando quatro ciclos para L. edodes e um para P. ostreatus. As analises
envolveram a determinacao de densidade aparente, pH, condutividade elétrica, teor
de nitrogénio, relacdo C/N, cinzas, fibras brutas, hemicelulose, celulose e lignina. P.
ostreatus demonstrou uma reducéo de 90,27% na densidade aparente ao final do
primeiro ciclo, enquanto L. edodes obteve uma reducdo de 58,06% apds os quatro
ciclos de producdo. Ambas as espécies promoveram acidificacdo dos substratos ao
final do cultivo, com significativa reducdo do pH, acompanhada por aumentos nos
teores de nitrogénio, condutividade elétrica e cinzas. As concentracdes de fibras
também foram reduzidas: para celulose e lignina, ambas as espécies apresentaram
valores médios semelhantes. Entretanto, P. ostreatus destacou-se na reducdo de
fibras brutas, enquanto L. edodes foi mais eficiente na degradacédo de hemicelulose.
Substratos lignoceluloliticos demonstraram ser uma fonte eficiente de carbono para
os fungos. Além disso, devido a acdo dos microrganismos durante o cultivo, o residuo
final produzido apresenta elevado potencial para reutilizag&o.

Palavras-chave: Cogumelos, degradacdo enzimatica, fungicultura, substratos
organicos.
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1. INTRODUCAO

Os basidiomicetos, conhecidos como fungos de podriddo branca (Oki et al.,
1981), destacam-se pela elevada eficiéncia na degradacdo de materiais
lignocelulésicos (Atila, 2019). Essa capacidade deve-se principalmente a producéo de
um conjunto de enzimas especificas, como celulases, hemicelulases, ligninases, entre
outras (Fukasawa e Matsukura, 2021). Tais enzimas permitem que esses
microrganismos habitem uma ampla variedade de ambientes (Ghobad-Nejhad et al.,
2023) e sejam cultivados em diferentes tipos de substratos (Phonemany et al., 2024).

Nesse contexto, os cogumelos (macrofungos) sdo amplamente estudados e
cultivados, especialmente pelo seu uso como alimento funcional, sendo considerados
uma importante fonte medicinal e nutracéutica (Araujo-Rodrigues et al., 2024). Esse
valor é atribuido a presenca de proteinas, aclUcares, macronutrientes e ao elevado
teor de acidos graxos poli-insaturados (Reis et al., 2012). Além disso, os cogumelos
tém sido utilizados no tratamento de tumores (Nandi et al., 2024) e apresentam
propriedades antioxidantes (Dedousi et al., 2024), antivirais (Khumlianlal et al., 2024),
antibacterianas (Kumar et al., 2024) e redutoras de colesterol (Goyal et al., 2024).
Esses atributos posicionam os cogumelos como um dos alimentos mais relevantes na
atualidade, em resposta a crescente demanda por alimentos mais saudaveis entre 0s

consumidores (Thomas e Mago, 2024).

Dentre os cogumelos mais cultivados no mundo, destacam-se as espécies
Lentinula edodes, conhecida como shiitake, e Pleurotus ostreatus, conhecida como
cogumelo ostra (Royse et al., 2017). Em comparacdo com outras espeécies, esses
cogumelos sdo comumente produzidos em substratos com relacao carbono/nitrogénio
(relacdo C/N) elevada, sendo estes constituidos de serragem, que € enriguecida com
fontes nitrogenadas, tais como farelo de trigo, farelo de arroz, farelo de soja, entre
outros (Megersa e Tolessa, 2024; Safaie et al., 2024). Tradicionalmente, essas
especies eram cultivadas utilizando o método de substrato axénico (Bernardi et al.,
2013; Bach et al.,, 2018) no entanto, atualmente observa-se o uso de substratos
pasteurizados, além da substituicdo da serragem por biomassas como palha de trigo,

palha de arroz, entre outras (Annepu et al., 2023; Avila et al., 2023; Yusof et al., 2024).
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Ao final do cultivo, o substrato utilizado é considerado um residuo, conhecido
em inglés como Spent Mushroom Substrate (SMS). Esse subproduto é gerado em
grandes quantidades, sendo que, para cada 1 kg de cogumelo produzido, sdo gerados
cerca de 5 kg de residuo, aproximadamente. (Zied et al., 2021). Esse material €,
muitas vezes, pouco estudado e caracterizado (Atila, 2019), o que dificulta sua
reutilizacdo e aplicabilidade em outros processos, especialmente em relacdo a
substratos que acabaram de ser utilizados, contribuindo, assim, para o descarte
inadequado, o que resulta em impactos ambientais significativos (Martin et al., 2023).
Portanto, a compreensao da digestibilidade desse material é essencial para viabilizar
sua reciclagem, possibilitando sua aplicacdo em diversas areas, como condicionador
de solo (Ré et al., 2024), racdo animal (Martin et al., 2023), fertilizante organico (Alves
etal., 2024), além de sua reintrodu¢édo em novos ciclos de produgéo (Zied et al., 2020).

Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho € estudar a constituicdo lignocelulésica
de substratos pasteurizados utilizados na producéo de Lentinula edodes e Pleurotus
ostreatus, bem como avaliar os parametros quimicos e nutricionais ao longo dos fluxos

de producédo de cada espécie.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalhou buscou analisar e observar a alteracdo na composicao do substrato
antes, durante e depois do cultivo de cogumelos. Para tal, foi realizado um
acompanhamento de substratos produzidos através do método de compostagem e
pasteurizagcdo, oriundos de duas empresas de cultivo de cogumelos situadas na
provincia de Castilla-La Mancha, Espanha. As amostras de Lentinula edodes foram
adquiridas na empresa Agrosolutions S.Coop (Villamalea, Albacete, Espanha) e de

Pleurotus ostreatus na empresa Champinter SCL (Villamalea, Albacete, Espanha).

O inicio das coletas se deu antes da adicédo do inoculo, sendo considerado o
substrato inicial. Em seguida, ao final de cada fluxo de producé&o, foram, novamente,
coletas mais amostras. L. edodes foi acompanhado durante 4 fluxos de producéo e P.
ostreatus por apenas 1, conforme padréo de cultivo na regido. Apos a realizacédo das

coletas, as amostras foram encaminhadas ao Centro de Investigacion,
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Experimentacion y Servicios del Champifién (CIES) para analise. As avaliacfes de
densidade aparente, pH e condutividade elétrica foram realizadas utilizando amostras
frescas. Ja para a determinacgéo dos teores de nitrogénio, cinzas, relacdo C/N, fibras
brutas, celulose, hemicelulose e lignina, as amostras passaram previamente por
secagem em estufa a 105 °C por um periodo de 24 horas, garantindo a padronizacao

e precisdo das analises quimicas e fisicas realizadas.

2.1 Densidade aparente

A determinacdo da densidade aparente se deu através do peso de substrato
em um cilindro de 1L de capacidade depois de submeter a amostra a uma
compactacdo estatica com base na norma UNE-EN 1936, sendo os resultados
expressos em gramas/cm? (Aenor, 2007).

2.2. pH e condutividade elétrica

O pH foi determinado utilizando o substrato natural em suspenséo soluvel em
agua destilada (1:5) previamente agitada por 1h a 140rpm (Clavijo, 2005) utilizando
um Hach senslION™ Plus PH3. A condutividade elétrica (1:5, v/v) foi determinada
através da densidade aparente compactada em solucdo com agua destilada, sendo
previamente agitada por 1h a 140rpm, a solucéo entéo foi filtrada e realizada a leitura
em condutivimetro marca Crison, modelo 525 (Crison Instruments, S.A. Alella,
Barcelona, Espanha) (ECS, 1999).

2.3. Conteudo de Nitrogénio

O conteudo de nitrogénio foi determinado pelo método de digestdo em blocos
e destilacdo a vapor, conhecido como método de Kjeldahl, utilizando um Foss Kjeltec
™ 8400 (FOSS Analytical Co., Ltd Suzhou, China) para titulacdo das amostras (FOSS,
2003).
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2.4. Fibras brutas, celulose, hemicelulose e lignina

Para a determinacao de celulose e hemicelulose foi utilizado o analisador de
fibras Ankon A200 ®, através do método de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA) e lignina em detergente acido (LDA) (Van Soest et al., 1991),
utilizando a técnica de bolsa filtrante desenvolvida por Ankom Tecnology (Macedon,
NY, USA) (Ankom, 2005, 2006a e 2006b). A hemicelulose foi calculada usando FDN
e FDA e a celulose usando FDA e LDA (hemicelulose=FDN-FDA; celulose= FDA-LDA)
(Zadrazil e Brunnert, 1982). De forma semelhante foram também determinados os
valores de fibras brutas, através do aquecimento e agitacdo das amostras em solucéo
de &cido sulfarico 0,255N e hidréxido de potassio 0,25N por meio da técnica de bolsa
filtrante, assim como nas andlises de fibras (Ankom, 2008).

2.5. Cinzas erelacao C/N

Para a determinacgéo dos valores de cinzas foi realizada a calcinacao direta das
amostras a 540°C (MAPA, 1994), utilizando um forno mufla eletrénico da marca
Slecta, modelo Select-Horn (J.P. Selecta, S.A., Abrera, Barcelona, Espanha) A
relacao entre carbono e nitrogénio (C/N) se deu assumindo o contetido de carbono da
matéria organica de 58% (Waksman e Stevens, 1930), sendo calculada a partir do
nitrogénio total e da matéria orgéanica total (calculada pela diferenca com o valor de

cinzas), ambos em matéria seca, mediante a formula:

Materia organica total or kg)x 0,58
Relagdao CN = g Gp 9)

Nitrogénio total (g por kg)

2.6. Desenho experimental e andlise estatistica

As analises e tratamentos dos dados foram conduzidos em um delineamento
fatorial simples, com diferentes momentos de avaliacdo ao longo do processo de

cultivo de L. edodes e P. ostreatus. A coleta de amostras foi realizada por meio da
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selecéo aleatdria de cinco blocos/sacos de cultivo, de onde foram retiradas amostras
simples posteriormente reunidas para compor uma amostra composta. Para as
andlises de caracterizacdo do substrato, foram realizadas quatro repeti¢cdes para cada

variavel avaliada.

Apoés a obtencdo dos dados, eles foram submetidos a analise de variancia e
posteriormente comparados pelo teste de médias de Tukey a 5% de probabilidade, e
por modelos de estatistica multivariada. Para a estatistica e a confecgdo dos graficos

foi utilizado o software R (R Core Team, 2024).

3. RESULTADOS

O processo de degradacédo do substrato pelos fungos influencia diretamente as
condic@es finais desse material. As espécies Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus
apresentam comportamento semelhante na redugcdo de parametros ao longo do
processo de degradagdo. Observou-se uma diminuicdo nos valores de densidade
aparente, pH, relacdo C/N, fibras brutas, hemicelulose, celulose e lignina. Em
contrapartida, os valores de condutividade elétrica, nitrogénio e cinzas aumentaram

ao final do cultivo dos fungos (Tabelas 1 e 2).

O L. edodes apresentou alteragbes menos expressivas na estruturacdo do
substrato ao longo do processo. A densidade aparente, por exemplo, reduziu-se de
0,31 g/cm3 no inicio para 0,13 g/cm3 ao final. Observou-se também, uma reduc¢do mais
acentuada no pH, de 5,61 para 3,94, e um aumento significativo na condutividade
elétrica, que passou de 886 para 1610. Além disso, houve uma diminuicdo de

aproximadamente 40% na relacdo C/N (Tabela 1).

Na analise da producéo de P. ostreatus, observou-se uma reducéo significativa
na densidade aparente do substrato, passando de 1,44 g/cm3 para 0,14 g/cms,
considerando-se que apenas um ciclo de producéo foi realizado. O pH do substrato
variou em 2,58 ao longo do ciclo, enquanto a condutividade elétrica apresentou um

aumento de 337 uS/cm entre o substrato inicial e o final (Tabela 2). Esses resultados
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evidenciam alterac@es fisico-quimicas substanciais no substrato durante o processo

produtivo, refletindo a degradacéo e transformacao dos componentes originais.



Tabela 1. Alteracdo na composicdo de substrato durante o periodo de cultivo de Lentinula edodes.

95

Densidade Condutividade Relagdo Fibras Brutas Hemicelulose
Substratos  Aparente (g/cm?3) pH Elétrica uS/cm N (%) CIN Cinzas (%) (%) (%) Celulose (%) Lignina (%)
Inicial 0,31+0,013a 5,61 + 0,008 a 886 +3,55¢ 0,84 +0,012d 61+144a 11,08+0,69d 3625+062a 30,15+16a 31,66+068a 13,75+0,58a
Final 1° fluxo 0,21 £ 0,000 b 4,27 +0,026 b 1049 + 19,13 b 0,97 £0,021 c 50+0,97 b 16,41+0,01c 31,35+3,72b 21,88+0,31b 2795+0,27b 9,99+0,56b
Final 2° fluxo 0,18 £ 0,002 c 4,15+ 0,005 c 1478 +8,95a 1,12+ 0,048 b 42 +1,65¢ 18,87+0,51b 30,41+121b 18,96 +0,37¢c 2254+081c 9,73+0,01b
Final 3° fluxo 0,15 + 0,003 d 4,12 +0,022 ¢ 1504 + 49,46 a 1,21 +0,051 a 38+1,44d 20,44+0,80a 2191+0,14c 1869+143c 2246+065c 9,04+1,07b
Final 4° fluxo 0,13 + 0,000 e 3,94 +£0,039d 1610 + 148,6 a 1,25+0,041 a 37+1,1d 20,48+0,69a 2147+144c 1555+0,92d 21,27+0,36c 8,68+0,98b
CV (%) 3,27 0,53 5,41 3,51 2,94 3,62 6,67 3,77 2,34 7,25
Tabela 2. Alteracédo na composicéo de substrato durante o periodo de cultivo de Pleurotus ostreatus.
Densidade Aparente Condutividade Relagéo Fibras Brutas Hemicelulose
Tratamento (g/cm3) pH Elétrica uS/cm N (%) CIN Cinzas (%) (%) (%) Celulose (%) Lignina (%)
S. Inicial 1,44 £0.013 a 8,06 +0.04 a 501 +22,60 b 1,08+0,06b 49+253a 9.49+0,25b 4224+151a 22,21+032a 29,73+085a 2305+13la
S. Final 0,14 +0.001 b 548+0.19b 838 + 10,66 a 1,32+0,03a 38+1,13b 13.37+050a 3249+0,12b 1939+1,11b 26,74+1,10b 16,74+0,94b
CV (%) 1,14 2,01 2,64 3,92 4,51 3,46 2,87 1,15 3,49 5,72
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As duas espécies estudadas apresentaram comportamentos semelhantes,
especialmente em relacéo a reducdo percentual de cada parametro avaliado (Tabela
3). No entanto, P. ostreatus demonstrou maior eficiéncia na reducdo da densidade
aparente e do contetdo de fibras brutas, com diminuicdes de 90,27% e 23,08%,
respectivamente, em comparacdo com os 32,25% e 13,52% observados para L.
edodes, ao final do primeiro ciclo de producéo. Por outro lado, P. ostreatus evidenciou
maior potencial para o aumento da condutividade elétrica, com uma elevacdo de
67,22% ao término do ciclo, em contraste com os 18,47% observados para o Lentinula
edodes (Tabela 3).
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Tabela 3. Taxas percentuais de variacdo no conteudo quimico e lignocelulésico dos substratos de cultivo de Lentinula edodes
e Pleurotus ostreatus durante diferentes estagios de producdo de cogumelos.

Densidade Aparente Condutividade
Substratos (%) pH (%) Elétrica (%) N (%) CN (%) Cinzas (%) Fibras Brutas (%) Hemicelulose (%) Celulose (%) Lignina (%)
Lentinula edodes
Final 1° fluxo (-) 32,25 (-) 23,88 (+) 18,47 (+)15,47 (-) 18,03 (+) 48,10 (-) 13,52 (-) 27,43 () 11,72 (-) 27,34
Final 2° fluxo (-) 41,93 (-) 26,02 (+) 66,89 (+)33,33 (-)31,15 (+) 70,30 (-) 16,11 (-) 37,11 (-) 28,81 (-) 29,24
Final 3° fluxo (-) 51,61 (-) 26,55 (+) 69,79 (+) 44,05 (-)37,70 (+) 84,48 (-) 39,56 (-) 38,01 (-) 29,06 (-) 34,25
Final 4° fluxo (-) 58,06 (-) 29,77 (+) 81,71 (+)48,81 (-)39,34 (+) 84,83 (-) 40,77 (-) 48,42 (-) 32,82 (-) 36,78
Pleurotus ostreatus
Final 1° fluxo (SMS) (-) 90,27 (-) 32,01 (+) 67,22 (+)22,22 (-)22,45 (+) 40,88 (-) 23,08 (-) 12,70 (-) 10,05 (-) 27,37
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A analise das médias dos parametros avaliados para L. edodes revela uma
correlacdo positiva entre os valores de celulose, hemicelulose, lignina, densidade
aparente e a relacdo C/N com o pH do substrato. Por outro lado, observa-se uma
correlacdo negativa desses mesmos parametros com a condutividade elétrica. Além
disso, a concentracdo de nitrogénio apresentou uma influéncia negativa sobre a
relacdo C/N, assim como a condutividade elétrica e o teor de cinzas (Figura 1la). De
maneira semelhante, Pleurotus ostreatus exibe um padrao comparavel de resposta as
mudancas no substrato em relacdo a L. edodes. Contudo, no caso de P. ostreatus, as
correlagBes, tanto positivas quanto negativas, tendem a ser mais pronunciadas,

indicando uma maior sensibilidade a essas variaveis (Figura 1b).
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Figura 1. Analise correlagdo sendo: a: comportamento de substrato de Lentinula
edodes, b: comportamento de substrato de Pleurotus ostreatus e c: comportamento
compartilhado entre as espécies (todos dados). dap: densidade aparente; C.N:
relacdo C/N; cnd: condutividade elétrica; Cnz: cinzas; Fbr: fibras brutas; cll: celulose;
hmc: hemicelulose e Ign: lignina.

Ao analisar a totalidade dos dados, incluindo a correlacdo entre as duas
espécies de fungos avaliadas, é possivel identificar comportamentos compartilhados.
Observa-se que a reducédo da relacdo carbono/nitrogénio (C/N) esta associada a
maiores concentracfes de nitrogénio, enquanto o aumento da relacdo C/N é
favorecido por maiores concentracbes de hemicelulose. Adicionalmente, maiores
concentragbes de cinzas demonstraram uma relagdo direta com o aumento da

condutividade elétrica. Contudo, as concentracbes de cinzas mostraram-se
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influenciadas por niveis mais elevados de fibras brutas, destacando uma interacéo
complexa entre os componentes quimicos e as propriedades fisicas do substrato

analisado (Figura 1c).

4.  DISCUSSAO

Cada espécie de cogumelo cultivado apresenta uma relacao ideal de C/N para
seu crescimento (Zied et al., 2011), além de requerer caracteristicas quimicas e fisicas
especificas. Esses fatores sdo essenciais para assegurar uma rapida colonizacao pelo
fungo, aumentar os rendimentos e reduzir o periodo de colheita, possibilitando a

realizagéo de mais ciclos em um intervalo de tempo determinado (Atila, 2019).

Entre as duas espécies estudadas, L. edodes apresenta uma relacdo C/N maior
em comparacao com P. ostreatus, o que esta diretamente relacionado as preferéncias
metabdlicas de cada uma. L. edodes é caracterizado por sua capacidade de degradar
materiais com maior concentragao de carbono e por sua menor exigéncia em fontes
de nitrogénio (Kumla et al., 2020). Essa espécie tem sido tradicionalmente cultivada
em materiais como serragem de forma axénica (Bach et al., 2018), ou seja, substrato
estéril, sem o0 uso de processos de pasteurizacdo e compostagem, sendo estas
técnicas utilizadas recentemente para essa espécie (Avila et al., 2023). Por outro lado,
P. ostreatus € cultivado ha décadas utilizando o método de pasteurizacéo
principalmente na Europa (Royse e Vazquez, 2001), com relagdes C/N menores em

comparacao a L. edodes.

Quanto a acado das duas espécies estudadas, observa-se que ambas, ao final
do cultivo, reduziram os valores de densidade aparente, reflexo da degradacéo
estrutural do substrato por acdo enzimatica. Esse processo ocorreu principalmente
pela degradacdo dos componentes estruturais como a celulose, hemicelulose e lignina
(Kumla et al., 2020) o que confere rigidez ao substrato (Farahi et al., 2017). O
substrato de P. ostreatus apresentou maiores valores de fibras brutas e também de
lignina. Considerando que a lignina € um polimero capaz de conferir rigidez a vegetais

(Borghi e Kimura, 2024) isso justifica a maior densidade aparente para esta espécie.
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Se as duas espécies forem comparadas apenas até o final do primeiro fluxo, P.
ostreatus exibiu maior eficiéncia na reducdo da densidade aparente (90,27%) em
relacdo a L. edodes (32,25%), demonstrando uma grande adaptabilidade a acéo de
enzimas lignocelulésicas expressas pelo cogumelo ostra no que tange ao substrato
utilizado. Mesmo apos 4 fluxos de producéo, L. edodes foi capaz de reduzir apenas
58,06% dos valores de densidade. No entanto, ndo se trata de uma inferioridade de
L. edodes em comparagdo com P. ostreatus, j& que também se observa uma reducao
padréo dos niveis de lignina pelas duas espécies. Como ja abordado, o processo de
producado de L. edodes em substratos pasteurizados e com menor concentracao de
lignina, pode prejudicar a sua atividade enzimatica e consequentemente reduzir sua

capacidade de degradacao do material (Yang ShiFeng et al., 2017; Avila et al., 2023).

A andlise das reducdes de hemicelulose, celulose e lignina corrobora a acéo
sinérgica de enzimas especificas produzidas por ambas as espécies. Enquanto L.
edodes demonstra uma eficiéncia maior na degradacéo de hemicelulose, sendo tipico
da espécie (Atila, 2019), P. ostreatus demostra uma capacidade maior na reducao da
densidade evidenciado pela reducdo superior de fibras brutas. No entanto, ambas
espécies compartilham eficiéncia na degradacéo de celulose e lignina, levando em
consideracdo que L. edodes foi cultivado em substrato atipico. Outro aspecto é que
os fungos tém uma capacidade maior de degradacéo de estruturas lignocelulésicas,
da colonizacao até o inicio da frutificacdo, onde essa acao diminui até o final do cultivo
(Singh, 2000). Ademais, maior disponibilidade de nutrientes no substrato pode
influenciar na atividade das enzimas lignocelulésicas (Lin et al., 2015). Nesse quesito
o substrato de P. ostreatus é favorecido por apresentar relagdo C/N menor do que o
de L. edodes.

A reducdo do pH durante o cultivo foi evidente em ambas as espécies, com
maior intensidade para P. ostreatus com 32,01% de reducédo ao final do cultivo (1°
Fluxo). Esse fenbmeno esta associado a producéo de acidos organicos principalmente
de acido oxalico (Li et al., 2022). O maior decréscimo no pH em P. ostreatus pode
estar relacionado a sua capacidade de produzir maiores quantidades desses
compostos para facilitar a solubilizagdo de lignina, caracteristica de substratos ricos
em carbono. Esse decréscimo também pode se relacionar principalmente ao fato de

a espécie estar adaptada a colonizacdo de substratos produzidos de forma
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compostada/pasteurizada. A maior atividade enzimatica evidenciada pela rapida
degradacéo do substrato (densidade aparente e fibras) consequentemente afeta de
forma direta o pH do substrato, também o impacto dessa acidificacdo tem implicacdes
na microbiota associada e na estabilidade quimica do substrato (Qian et al., 2022).

O aumento na condutividade elétrica, mais pronunciado em P. ostreatus
(67,22%) do que em L. edodes (18,47%), se eles forem comparados até o final do
primeiro fluxo, indica o acimulo de ions solUveis no substrato, como resultado da
mineralizacdo de compostos organicos e da liberacdo de nutrientes anteriormente
complexados (Gomez-Brandon et al., 2008; Wei et al., 2020). De certa forma, nos
substratos em que foram cultivados, o cogumelo ostra demonstra uma maior rapidez
na mineralizagdo, mesmo que ao final de 4 fluxos o L. edodes tenha valores de
condutividade elétrica 81,71% maiores que ao final. O que é demostrado pela
mineralizacao de nitrogénio, se comparados até o final do primeiro fluxo, P. ostreatus
foi superior (aumento de 22,22%), porém se observado todo periodo de cultivo de
cada espécie, L. edodes foi capaz de adicionar mais 48,81% de nitrogénio ao
substrato. O mesmo comportamento pode se aplicar aos minerais de ions soluveis,

como o calcio, magnésio e sodio (Ribas et al., 2009; Narvaez et al., 2021).

A correlacdo negativa observada entre fibras brutas e relagdo C/N, bem como
entre fibras brutas e condutividade elétrica, reforca o papel central dos materiais
lignocelulésicos como fonte de carbono para o metabolismo de fungos filamentosos
(Eichlerova et al., 2015; Dorsam et al., 2017). A densidade aparente, por sua vez,
correlaciona-se positivamente com o pH e a concentracao de lignina, sugerindo que
substratos mais densos e ricos em lignina mantém caracteristicas estruturais e
guimicas que conferem principalmente estruturacao fisica ao substrato. Essa relacdo
pode ser relevante para a escolha do substrato dependendo do objetivo produtivo,

como maior rendimento ou preservagao do material residual.

Os resultados destacam a influéncia do perfil metabdlico de cada espécie nas
caracteristicas finais do substrato. P. ostreatus apresentou maior eficiéncia na
degradacéao estrutural e quimica do substrato, enquanto L. edodes se mostrou mais
seletivo na transformacdo de componentes especificos, como a lignina. Esses

achados podem guiar estratégias de manejo para otimizar tanto a producdo de
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cogumelos quanto o aproveitamento do substrato residual. Além disso, a acidificacao
e 0 aumento da condutividade elétrica observados em ambos os processos reforcam
a necessidade de avaliar os impactos ambientais e a viabilidade de reaproveitamento

desses substratos.

5.  CONCLUSAO

Os cogumelos Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus demonstraram eficiéncia
na degradacao de materiais lignoceluloliticos, promovendo reducdes na densidade do
substrato de 58,06% e 90,27%, respectivamente. Entre essas espécies, P. ostreatus
destacou-se pela maior eficiéncia na reducdo das concentracdes de fibras brutas e
apresentou desempenho comparavel ao de L. edodes na degradacao de celulose e
lignina, especialmente ao final do primeiro ciclo do cultivo, mesmo sendo cultivado em
substrato alternativo. Por outro lado, L. edodes foi mais eficiente na degradacéo de
hemicelulose. Dessa forma, os materiais lignoceluloliticos demonstram potencial
significativo como fonte sustentavel de carbono para o cultivo dessas espécies de
cogumelos. Além disso, o processo de mineralizacdo de nutrientes gera um residuo

final com grande potencial de aplicacao.
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