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"Um homem se aproximou de Zaratustra e disse: 'Mestre, o que € a sabedoria?'
Zaratustra sorriu e respondeu: 'A sabedoria é o entendimento do ritmo da vida. E saber
dancar entre as alegrias e as tristezas, entre os risos e as lagrimas. Nao se trata apenas
de conhecimento, mas de vivéncia. A verdadeira sabedoria surge quando aprendemos a
ouvir nosso proprio coragao e a reconhecer que somos parte de um todo maior, onde
cada experiéncia tem seu lugar." Assim Falava Zaratustra, Friedrich Nietzsche.
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RESUMO

No Brasil, o cultivo do shiitake (Lentinula edodes) vem crescendo
significativamente devido a utilizagao de residuos agroindustriais, como a serragem,
para o preparo do substrato do cogumelo. Considerando o longo tempo necessario
para o crescimento de uma arvore até a colheita, o estudo teve como objetivo
desenvolver tecnologias para o cultivo de shiitake utilizando gramineas e residuos da
industria da cana-de-agucar, que tém um ciclo significativamente mais curto em
comparagao com as arvores. Outro aspeto positivo € a redugao de custos através de
uma possivel pasteurizacdo do substrato, o que diminui o nivel de investimento
tecnologico dos produtores de cogumelos, principalmente no que diz respeito a
aquisicao de grandes autoclaves, caldeiras e camaras de fluxo laminar. Assim, o
presente estudo foi dividido em 2 experimentos, ambos testando a eficiéncia da
producdo de shiitake em substratos a base de Brachiaria brizantha, Brachiaria
decumbens, bagago de cana-de-agucar, serragem de eucalipto, farelo de trigo e
calcita, em diferentes concentragbes. O substrato foi produzido misturando-se os
materiais até a completa homogeneizagao e, em seguida, umedecido até atingir 70%
de umidade. No primeiro cultivo, o substrato foi submetido a 6 dias de fermentacao e
depois autoclavado a 121°C por 4 horas. No segundo cultivo o substrato foi formulado
de maneira idéntica ao primeiro e encaminhado diretamente ao tratamento térmico,
nao sendo submetido ao periodo de fermentacao, o que o define como o cultivo ndo
fermentado. Ambos os cultivos foram conduzidos a uma temperatura de 19°C e auma
humidade relativa de 85%. Observou-se que a experiéncia fermentada produziu
resultados inferiores em comparagao com a nao fermentada. A estirpe mostrou pouco
efeito na variagao dos parametros agronomicos. O melhor desempenho foi observado
no substrato a base de bagago e cana, porém com um bom desempenho no substrato
a base de B. brizantha. A utilizacdo de materiais alternativo, como as palhas de
braquiarias e os residuos da industria da cana-de-agucar, como base das formulagdes

demonstraram resultados promissores para a producao do Lentinula edodes.

Palavras-Chave: Cogumelos cultivo, Substrato alternativo, Micologia, Microbiologia,
Shiitake



ABSTRACT

In Brazil, the cultivation of shiitake (Lentinula edodes) has been growing
significantly due to the use of agro-industrial waste, such as sawdust, to prepare the
mushroom substrate. Considering the long time it takes for a tree to grow until it is
harvested, the study aimed to develop technologies for growing shiitake using grasses
and waste from the sugar cane industry, which have a significantly shorter cycle
compared to trees. Another positive aspect is the reduction in costs through possible
pasteurization of the substrate, which reduces the level of technological investment by
mushroom producers, especially with regard to the acquisition of large autoclaves,
boilers and laminar flow chambers. This study was therefore divided into 2
experiments, both testing the efficiency of shiitake production in substrates based on
Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens, sugar cane bagasse, eucalyptus
sawdust, wheat bran and calcite, in different concentrations. The substrate was
produced by mixing the materials until they were completely homogenized and then
moistened until it reached 70% humidity. In the first experiment, the substrate was
subjected to 6 days of fermentation and then autoclaved at 121°C for 4 hours. In the
second experiment, the substrate was formulated in the same way as the first and sent
directly to the heat treatment, without being subjected to the fermentation period, which
defines it as a non-fermented culture. Both cultivations were conducted at a
temperature of 19°C and a relative humidity of 85%. It was observed that the fermented
experiment produced inferior results compared to the unfermented one. The strain
showed little effect on the variation in agronomic parameters. The best performance
was observed in the bagasse and sugarcane-based substrate, but with a good
performance in the B. brizantha based substrate. Brizantha. The use of alternative
materials, such as brachiaria straw and waste from the sugar cane industry, as the
basis for the formulations showed promising results for the production of Lentinula
edodes.

Keywords: Mushroom cultivation, Alternative substrate, Mycology, Microbiology, Shiitake



SUMARIO
1 AINTRODUGAOD ...ttt 3
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 4
JI=T 11 101 = I =T Lo Yo [ N 5
Processo de fermentaGao ...........cceeeuuuueeeiieeiiieeeiieeissseettneeassssssssesssnemsssssssssssssnnnnnssssssnnnassnennn 6
J ] T= T (=] 1 1= 7
1 = 1= 4 1= 1 o 4 1. T P 7
3. MATERIAIS E METODOS ...ttt et ettt ettt ettt et et 8
Producao do substrato fermentado ...............eeuuuueeeieeeiimeeeiceeeiiseeseeeesseess s s e eseeeasssessnseanenenan 9
Producdao do substrato ndo fermentado .................oooeeeeeeuueeiiieeiiieeeisceessseeseneeesssesensennnenes 11
=l goTe [VTor-To o (=] Yo ToX 0] Lo =74 LoTed 7] - Loz Lo NN 13
Incubacao e corrida do MICEIIO..............ceemmreeereeeiiieeeeniissseessreeennnecsssesssresnnnneassssssnnnannnnnes 17
07111V 0T =T e o] | - | N 18
Par@metros avaliados.............cccoeeeeeeeeiieieiieeeeeeeeeeeee s 21
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD........oi et 22
=T g1 1 1= 4 1 - Lo T o 2N 22
Analise quimica dOSs SUDSTIIatOs. ...............eeieeeiieeieeeeeeeeeeteesseee s s e e et ereeasssssssssssenenasssssnnnees 25
Par@metros agroNOmMUCOS...........ccccceeeeeeeieieiiieieeeeeess s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s 27
Analise nutricional dOS COGUMEIOS ............nueeerieeeiireeieeeeseeeeenresssesssreennnncasssssnnesnnrnnansses 28
(02771 V(038 (=741 1 1= 1 1 - Lo Lo 0 SO 30
03771 1AV o T F-To 8 £=T4 1 T=T1 ] - Lo Lo 0N 33
Comparagao €Ntre 0S CUILIVOS..........coemmeeeuceeeiiieeeineessseessssssnnnnesssssssssnnsnnneasssssssnnnannnnnnnssssen 36
(0267 L [0 L= = Todo X3 ] T: T2 S 40
5. CONCLUSAOQ. ... e et 41
6. Referéncias BibliografiCas..........ooovuuuiiiii i 43






1. INTRODUGAO

O Lentinula edodes, conhecido como shiitake, destaca-se como um
cogumelo amplamente cultivado a nivel mundial, com o seu centro de origem em
paises como a China, Japdo e Coreia do Sul (Chen et al., 2016; Silva et al.,
2005), e apresenta beneficios notaveis na sua incorporagédo na dieta humana.
Este fungo distingue-se pela sua natureza nutritiva, caracter comestivel e
propriedades medicinais. Demonstra a capacidade de fornecer quantidades
significativas de proteinas, aminoacidos, fibras e um espetro variado de
vitaminas. Além disso, exibe a presenca de moléculas medicinais,
nomeadamente esterdis e lipidos, que Ihe conferem propriedades terapéuticas
relevantes (Sawan et al., 2021; Yu et al., 2022).

Tendo em vista a crescente preocupagao com a sustentabilidade, a busca
por recursos que entram nesse contexto € muito importante, como exemplo a
produgao de cogumelos. Um 6timo contexto onde essas produgdes se encaixam,
sao os Objetivos de desenvolvimento sustentavel da ONU. que foram formulados
para abordar desafios globais, incluindo a fome, a pobreza, a saude, a educagéo
e a sustentabilidade ambiental (ONU, 2015). Cenario esse, como citado
anteriormente onde producdo de cogumelos comestiveis pode ser uma
estratégia eficaz para enfrentar parte desses desafios. Se levarmos em conta
sua capacidade de crescimento utilizando em boa parte recursos sustentaveis,
além de seu ja destacado valor nutricional, onde cogumelos, como o shiitake (L.
Edodes), champignon (Agaricus bisporus) e o shimeji (Pleurotus ostreatus) ,
podem contribuir significativamente para a seguranga alimentar (Chang & Miles,
2004). Além desses fungos serem ricos em proteinas, fibras e vitaminas os
cogumelos podem ser cultivados em substratos organicos, aproveitando
residuos agricolas e diminuindo a dependéncia de monoculturas intensivas
(Stamets, 2005).

Assim como em outras esferas agricolas, o cultivo de cogumelos busca
incessantemente a implementagédo de modificagbes tecnoldgicas para otimizar o

rendimento e os resultados produtivos. No contexto da producao de shiitake, um



dos avancgos tecnoldgicos mais significativos foi a transicdo do cultivo em toras
de madeira para a produgdo em blocos de serragem (Yu et al., 2022). Este
processo demonstrou a capacidade de reduzir o periodo de cultivo e

proporcionar aumentos substanciais nos rendimentos (Royse et al., 2017).

A producado de cogumelos em substrato de serragem representa uma
pratica sustentavel para a utilizagdo de residuos (Royse et al., 2017). No entanto,
a disponibilidade deste substrato pode variar consoante a regiao de produgao.
Adicionalmente, as arvores de eucalipto, comumente utilizadas e cultivadas no
Brasil, podem levar até seis anos para atingir a maturidade (Kumar et al., 2021),
constituindo um recurso com prazos de renovacgao prolongados. Diante desse
cenario, torna-se imperativo explorar alternativas para a produgao de cogumelos,
especialmente aquelas que envolvem o0 uso de recursos rapidamente
renovaveis, como as palhas agricolas, amplamente disponiveis em varias partes
do mundo (Mata e Savoie 2018; Mengqi et al., 2023).

Os estudos utilizando palhas para a producdo de shiitake sao
relativamente recentes e inovadores, tendo sido solidificados devido a
significativa viabilidade econdmica e ambiental, possibilitando o cultivo destes
cogumelos em residuos néao tradicionais na sua produgao (Gao et al., 2020).
Sabe-se que o cultivo em gramineas se destaca por utilizar palhas de trigo, arroz
e cevada apos a colheita dos graos, ou seja, a palha é enfardada e armazenada,
evitando assim a queima (Gaitan-Hernandez e Norberto Cortés, 2014). Neste
sentido, existe um duplo beneficio - a colheita de graos e a utilizagdo da palha
aléem de gerar um alimento de maneira sustentavel a partir de um subproduto,
também evita a utilizacdo desse residuo de maneira ndo adequada, tendo ainda
a possibilidade da utilizagado do residuo dessa producdo em outras atividades
posteriormente. Assim, o objetivo deste estudo é investigar a producdo de L.
edodes em diferentes substratos compostos por palhas agricolas e residuos de

usinas de cana-de-agucar.

2. REVISAO DE LITERATURA



Lentinula edodes

Como ja pontuado anteriormente, os substratos de cultivo séao
componentes cruciais na produgao, influenciando diretamente a produtividade,
qualidade, viabilidade e a sustentabilidade do cultivo. Tradicionalmente, o cultivo
do shitake era realizado em troncos de madeira. O cultivo de maneira geral era
conduzido em troncos de arvores de crescimento rapido e com alta densidade
de nutrientes, como o eucalipto e o pinheiro, no caso das produgdes brasileiras
(Silva 2011; Andrade et al., 2011).

O preparo da madeira envolve ndo envolve a esterilizagdo da mesma,
apenas a selecao dos mourdes, o preparo dos mesmos, que € constituido na
limpeza dos brotos e folhas ainda persistentes e um periodo de “descanso” apos
o corte, onde as toras sdo depositadas na horizontal ao abrigo do sol por
aproximadamente 7 dias. Esse periodo esta diretamente ligado com as
condicbes de umidade do tronco para a inoculagdo., apenas assepsia dos
equipamentos utilizados no processo. Apos a esterilizagdo, a madeira é
perfurada com auxilios de ferramentas e inoculada com o micélio de shiitake,
que ¢é inserido nas perfuragdes e coberto posteriormente com parafina afim de
mantar a umidade adequada nos materiais inoculados e de evitar

contaminagdes. (Pascholati., et al 2014).

Embora a técnica tradicional reproduza as condi¢cdes naturais do shiitake,
0 que possibilita a obtengdo de cogumelos de alta qualidade, ela é
consideravelmente mais trabalhosa além de exigir um periodo mais longo para
a frutificacdo (Santos et al., 2022; Silva & Lima, 2021). Quando analisamos o
cultivo do mesmo em serragem, a realidade € distinta, uma vez que quando se
utiliza serragem como principal material é realizada a esterilizagdo, pois o
substrato € depositado em sacos plasticos contendo 2 kg (peso umido) (Zied et
al., 2016). O cultivo é realizado em pequenos espacos fisicos, diferentemente do
cultivo tradicional, no entanto o custo de producgao é relativamente alto, uma vez
que a tecnologia envolvida no processo como a autoclavagem exigem
investimentos maiores se comparados ao método tradicional (. Pascholati et al.,
2014; Nitta et al., 2016).



Processo de fermentacao

O processo de fermentacdo € amplamente utilizado na produgéao de
substrato para o cultivo de cogumelos, principalmente para os géneros Agaricus
e Pleurotus (Suwannarach et al., 2020; Vieira & Pecchia, 2022; Shamugam &
Kertesz, 2023). Dentre os objetivos desse processo, temos a estabilizagao do o
material organico através da agao microbiana sobre o carboidrato, a aménia e
outros nutrientes/macromoléculas, promovendo um aumento da temperatura e
da comunidade microbiana termofilica (Buth, 2017). Além de uma possivel
mineralizagao e disponibilizagcdo de nutrientes para o fungo. Estas alteracoes
quimicas ocorrem através da sucessao microbiona mesdfila e termofilica, as
quais produzem enzimas hidroliticas e oxidativas, tais como: celobiohidrolase,
endoglucanase, endoxilanase, endomananases, fenoloxidase e peroxidases (Xu
et al., 2020; Suwannarach et al., 2022).

No entanto pouco se sabe sobre o efeito do processo de
fermentacdo na producdo de substrato para L. edodes. Estudos prévios
realizados por nossa equipe, verificaram um resultado positivo de produtividade.
Para esse processo em questao foi adotado um periodo de fermentacao de 6
dias. Durante esse periodo passou por um total de de 4 reviradas de seu
material. No primeiro e no ultimo dia do processo de o substrato ndo foi revirado,
uma vez que a operagao/procedimento do dia oxigenou o composto (a

montagem da leira ou a transferéncia do substrato para o pasteurizador).

Na proposta desenvolvida durante o experimento, apds a fermentacio ou
nao, os substratos foram submetidos a pasteurizacdo e/ou esterilizagdo, que
influenciou as caracteristicas bioldgicas dos substratos e consequentemente os
manejos a serem adotados na fase de produgdo. Um substrato biologicamente
seletivo, possui menor indice de contaminacgao por Trichoderma spp., a principal
doenga no cultivo de shiitake (Carrasco et al., 2016). O mesmo atua como fungo
competidor ao contaminar o substrato que seria para o desenvolvimento do fungo
inoculado. Sendo assim, o processo de fermentacao teve também como intencao

otimizar o substrato em questdes como essa.



Linhagens

Com a caracterizagao e padronizagdo dos processos quimicos, fisicos e
bioldgicos para a producao de substrato, uma etapa muito importante que nao
poderia ser esquecida, é a utilizagado de dois organismos testes com alto poder
de bioconversao (linhagens genéticas de L. edodes), uma vez que a utilizagao
de linhagens sem essas caracteristicas tornaria o sucesso do cultivo do shitake
nessas condi¢des mais complicado. Sabe-se que os fatores que possuem
influéncia na produtividade do shitake é a qualidade da linhagem e do substrato
(Atila, 2021). A linhagem deve apresentar um crescimento micelial rapido, a fim
de limitar o crescimento de outros fungos competidores, além de proporcionar a
formacdo de cogumelos com caracteristicas morfolégicas adequadas a

comercializagao (Serna-Diaz et al., 2020).

Atualmente algumas linhagens de L. edodes sao encontradas no mercado
nacional e utilizadas com sucesso por produtores de diversas regides do Brasil,
tendo destaque os Estados de Sao Paulo e Minas Gerais. No Centro de Estudos
em Cogumelos (CECOG), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas
(FCAT/UNESP) também existe uma micoteca, a qual possui diversas linhagens
que ja foram (Processo FAPESP n° 2020/09321-8) e estdo sendo caracterizadas
(Processo FAPESP n° 2022/10224-2). Neste sentido a averiguagdo do
comportamento agronémico destas linhagens, em fungcdo dos tratamentos
submetidos as mesmas, traz consigo informagdées importantes para o
compreendimento e melhor aproveitamento da tecnologia proposta pelo

experimento.

Matéria prima

Os cogumelos dependem de substratos organicos (matéria prima) para se
nutrirem, normalmente uma fonte composta por lignina, hemicelulose e celulose,
capazes de disponibilizar nutrientes para seu crescimento vegetativo e

reprodutivo (Zied et al., 2023). No entanto, nem sempre as matérias primas séo



o suficiente para proporcionar um crescimento rapido, isento de contaminagao e
produtivo. Assim, materiais concentrados, tais como farelos (rico em nitrogénio)
e calcarios (rico em calcio) vém sendo aplicados a formulagao do substrato, com
intuito de padronizar os processos quimicos referentes a produgao de substratos
(Atila, 2019).

Resumidamente os principais parametros quimicos a se considerar
durante a formulagéo do substrato sao: relagdo C/N, pH, condutividade elétrica,
teor de lignina, hemicelulose e celulose (Nam et al., 2021; Yu et al., 2021; Huang
et al., 2022; Suwannarach et al., 2022). Considerando a extensao territorial do
Brasil e a disponibilidade de materiais, o Processo FAPESP n° 2020/13230-8,
identificou a possibilidade de substituicdo de parte da serragem de eucalipto
usada na formulacdo do substrato por gramineas (Triticum aestivum, Oryza
sativa, Brachiaria brizantha e Brachiaria decumbens), e também pelo bagago de

cana de agucar (Saccharum officinarum).

No entanto os resultados obtidos sofreram variagdes, principalmente no
que se refere ao tempo de cultivo, o numero de fluxos e a produtividade;
comparados ao substrato padréo (majoritariamente composto por serragem e
com a adicao de farelos como o de trigo), submetido ao processo de
autoclavagem. As principais justificativas para essas variagdes foram referentes
a idade fisiolégica das gramineas, sendo que, as que ja haviam atingido a
senescéncia (T. aestivum e O. sativa) ndo necessitavam passar por um periodo
de fermentacao e a quantidade de serragem adicionada na formulagao foi menor.
Ja as que nao haviam atingido a senescéncia (B. brizantha e B. decumbens)
precisavam ser fermentadas, para a estabilizagcdo do processo e liberacdo da
amoénia. Neste caso, as quantidades de serragem incorporada nestes substratos
foram maiores, na ordem de 35%, a qual proporcionou também um incremento

no teor de lignina do substrato (dados nao publicados).

3. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas
(FCAT, Campus de Dracena) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), nas



dependéncias do Centro de Estudos de Cogumelos (CECOG). Foi dividido em
dois experimentos, sendo o primeiro focado na utilizacdo do processo de
fermentacao antes da esterilizagdo, e o segundo focado na produgdo de um
substrato axénico a partir das mesmas fontes vegetais. E de salientar que foram

utilizadas duas linhagens distintas em ambas as experiéncias.

Producao do substrato fermentado

ApOs serem submetidas a um processo de secagem ao sol, os
componentes principais, as diferentes palhas, foram trituradas em fragmentos de
até 5 mm, em seguida, armazenadas em caixas plasticas ao abrigo do tempo até
o0 momento da producao do substrato, salvo excegao do bagago que € submetido
apenas a um peneiragem para retirada de fragmentos grandes antes de seu
armazenamento. Para iniciar a produgdo do substrato, os materiais foram
misturados a seco até ficarem completamente homogéneos e, em seguida,
humedecidos para atingir um nivel de humidade de 70% (Liu et al., 2023). Os
substratos foram produzidos utilizando, Brachiaria brizantha, Brachiaria
decumbens, Bagago de cana-de-agucar, palha de trigo, palha de arroz, serragem

de eucalipto, farelo de trigo e calcita, conforme indicado na Tabela 01.

Tabela 01. Percentagem de materiais para a formulagao de substrato para a producéo de Lentinula

edodes.
Substrato(s) Palha Bagaco de cana Serragem Farelo de trigo CaCOs
%
1. Brachiaria brizantha 54 - 35 10 1
2.Brachiaria decumbens 54 - 35 10 1
3. Bagago de cana - 49 30 20 1
4. Palha de trigo 49 - 30 20 1
5. Palha de arroz 49 - 30 20 1




Para a primeira experiéncia, foi realizado um processo de fermentacao de
6 dias. O mesmo foi iniciado ao fim formulagado do substrato. Apds misturar de
forma homogénea, corrigir a umidade dos substratos para 70%, os mesmos
foram depostos em caixas plasticas formato de 1,5 m? (Figura 1) para a fase de
fermentacdo. A mesma teve duracgéo de 6 dias, sendo que nesse periodo, foram
realizadas reviradas até o quarto dia do processo, essa ocorria uma vez ao dia.
Nos dias subsequentes foram apenas realizadas as afeicbes de temperatura e
umidade, além da adicdo de agua nas camadas mais expostas das pilhas a fim
de compensar a maior perda de umidade nas regides em questdo. As afeigdes

de temperatura e umidade eram realizadas antes de revirada dos substratos.

Figura 1. Caixas plasticas utilizadas para fermentagado com duas das formulagbes distintas durante o processo.

Como apresentado anteriormente o objetivo por tras do processo da
fermentacdo foi estabilizar o substrato do ponto de vista quimico, fisico e
microbiolégico. Durante processo, a temperatura e umidade foram aferidas
diariamente, tendo a umidade dos substratos corrigidas junto as reviradas, sendo
esse processo realizado em todos os substratos utilizados. A fim do 6° dia de
fermentacao, os diferentes substratos foram ensacados (1,5 kg do substrato por
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saco de plastico), prensados com auxilio de uma prensa mecéanica, em seguida
autoclavados a uma temperatura de 121°C com presséao de 1,1kgf/cm 2 durante
4 horas (Zied et al., 2023).

e

Figura 2. Blocos dispostos na autoclave para esterilizacéo.

Apods o resfriamento, os blocos foram conduzidos ao fluxo laminar onde
foram inoculados com 2% (em relagao ao peso umido do substrato) do indculo
das duas diferentes linhagens de L. edodes (Ravlikovsky e Symochko 2019).
Ap0s a inoculacgéo, os blocos foram selados e encaminhados a camara de cultivo
onde permaneceram para a fase de colonizagdo do fungo sobre o substrato,

processo conhecido como corrida do micélio.

Producgéao do substrato nao fermentado

Para a formulagdo realizada na segunda etapa a metodologia foi
semelhante ao primeiro cultivo, com excegao a fermentagao, sendo assim, para

producao dos substratos, os materiais secos foram misturados de acordo com
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as diferentes formulagbes (Figura 3) afim de homogeneizar os mesmos, em
seguida, foi realizada a corre¢cdo de humidade dos substratos até atingir o valor
de aproximadamente 70%. Apds a formulagdo e a corre¢ao dos niveis de agua,
os diferentes substratos foram depositados nos sacos de cultivo. Sendo o peso

de cada um dos mesmos de 1,5 kg do substrato umido.

Figura 3. Materiais durante o processo de formulagdo dos substratos. a: palha de trigo antes da homogeneizagéo; b: serragem
antes da homogeneizacéo; c: processo de homogeneizacdo dos materiais a seco; d: momento da correcdo de umidade até os
pardmetros desejados.

Apos a acomodacao dos substratos, os sacos foram encaminhados para
0 processo da prensa mecanica, fechados e posteriormente conduzidos ao
processo de esterilizagdo em autoclave, como na primeira etapa, os blocos
permaneceram na mesma por 4 horas a uma temperatura de 121°C e presséo
de 1,1kgf/cm 2 (Zied et al., 2023). Apo6s os resfriamentos, os blocos foram
encaminhados para o processo de inoculagéo e posteriormente incubacéo.

12



Producao de inéculo e inoculagao.

A producéo do inéculo seguiu a metodologia proposta por (Serna-Diaz et
al., 2020), envolvendo a produgado de matriz primaria, secundaria, terciaria e
in6culo. As linhagens utilizadas foram a LED 19/11, isolada de produtores da
regiao de Botucatu, SP, e a LED 20/06 fornecida pelo Centro de Investigacion,
Experimentacion y Servicios del Champifion (CIES), Quintanar del Rey, Cuenca,

Espanha. Ambas foram selecionadas pelo desempenho prévio da mesma em

cultivos realizados com shiitake em palha em experimentos anteriores (Avila et
Al., 2023).

ra
.

Figura 4. Armazenamento e linhagens; a: BOD onde as linhagens estavam armazenadas em meio BDA com temperatura de 10°C;
b: matriz priméria utilizada para a produgéo do inéculo.

As matrizes primarias que continham os materiais genéticos das linhagens
selecionadas ja estavam disponiveis na micoteca do CECOG (figura 4), sendo
assim, as mesmas foram utilizadas para a produgdo das matrizes secundarias

em BDA para o cultivo fermentado, que posteriormente foram utilizadas para
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producao da terciaria. A formulagao escolhida para a matriz terciaria e o inéculo,
foi a base de graos de sorgo com uma pequena adigdo de Carbonato de calcio
CaCOa3. (Avila et al., 2023).

No cultivo sem a fermentacgéo, a confec¢do das matrizes comegou a partir
de um novo isolamento das linhagens, obtido através dos cogumelos que se
desenvolveram no cultivo fermentado, mantendo assim o material genético mais

viavel e vigoroso. (Figura 5).

Figura 5. llustragdo do processo de producdo das matrizes; a: cogumelo utilizado pra produgé&o da matriz primaria; b: processo de
Isolamento; c: isolados de ambas linhagens obtidos no cultivo fermentado.

Para iniciar o processo, os graos de sorgo foram cozidos durante 40
minutos em &agua fervente. Apds o0s cozimentos, os mesmos foram
encaminhados para a retirada do excesso de agua, e em seguida
suplementados, tendo como base seu peso umido, foi adicionado 2% de
carbonato de célcio, para a elevagdo do pH (Serna-Diaz et al., 2020). Ja
suplementados, os mesmos foram acomodados em sacos plasticos, cada um

dos sacos com filtro (figura 6) foi contemplado com 500 g dos graos preparados
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previamente, em seguida, os mesmos foram submetidos ao esterelizagéo, de 4
horas a 121°C e presséao de 1,1kgf/cm * em autoclave. Ao fim do resfriamento,
os sacos foram encaminhados para o fluxo laminar para realizagdo do processo
de inoculagéo do L. edodes. As matrizes secundarias realizadas em meio BDA
foram produzidas a partir dos isolados e foram utilizadas para a propagagéo nos
graos. Apds inoculados, a matriz terciaria permaneceu durante 20 dias em
condi¢cbes adequadas para o crescimento vegetativo, sendo essas, temperatura
de 25°C e umidade em torno dos 50%. O processo para a produgéo do inéculo
utilizado no substrato foi similar, porém o material utilizado para inocular o
mesmo, foram os graos de sorgo colonizados pelo L.edodes produzidos na etapa

anterior como matriz terciaria.

Apos inoculados com as diferentes linhagens, os sacos contendo os graos
foram selados e conduzidos para uma BOD mantida a 25°C. Ali permaneceram
por 20 dias, onde da colonizagao dos graos ja estava completa (Figura7) (Gaitan-
Hernandez et al.,, 2014). Com o fim do periodo de colonizagdo, os indculos

estavam prontos para a inoculagao no substrato.

Figura 6. Inoculo a base de grdos de sorgo no vigésimo dia p6s inoculagdo totalmente colonizado pelo L. edodes

A inoculacdo dos blocos foi efetuada em ambiente controlado, sendo

iniciada somente apds a queda da temperatura do substrato autoclavado. O
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processo foi conduzido em fluxo laminar (Figura 8), onde os gréos de sorgo
colonizados foram inoculados sobre o substrato previamente esterilizado na
proporcao de 2% em relagdo ao peso umido do mesmo (Ravlikovsky e
Symochko, 2019). Em seguida, os blocos foram selados afim de evitar
contaminacgdes e transferidos para a sala de incubag¢ao, onde foram mantidos
durante 66 dias a uma temperatura de 25 £2°C e uma umidade relativa de 80
15% (Zied et al., 2016). A troca gasosa dos blocos ocorre através do filtro

presente nos sacos de cultivo.

Figura 7. Inoculagdo dos blocos com o L. edodes em fluxo laminar.
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Incubacgao e corrida do micélio

Nos dois cultivos a condugédo no periodo de corrida do micélio foi
semelhante. Apds a inoculagdo as unidades foram dispostas na camara de
cultivo, e mantidas nas condi¢bes ideais para o desenvolvimento do fungo na
fase vegetativa. Em ambos os experimentos, os blocos foram mantidos sobre

condigdes de temperatura de 25 +2°C e umidade relativa de 80 +5% durante toda

a fase de colonizagéo (Zied et al., 2016). (Figura 8).

Figura 8. Blocos de substratos ja colonizados pelo L.edodes, com o a formagéo da capa ocorrendo, 50 dias apos a inoculagéo..

Durante todo o periodo de incubacéo foi realizado o manejo em relagéo a
luminosidade, uma vez que o shiitake demonstrou um melhor desenvolvimento
do micélio na fase vegetativa quando o mesmo foi submetido a periodos de baixa
ou auséncia de luminosidade. Um pequeno experimento foi conduzido para a
avaliagdo do desenvolvimento dos mesmos em diferentes condi¢cdes de
luminosidade (Figura 9) para definir uma metodologia para esses blocos (dados
ainda né&o publicados). Esse comportamento e a influéncia da luz nessa fase ja
foi observado em outras espécies e no préprio L. edodes (Bernardi., et al 2008;
Desisa., et al 2023; Montini 2001., Belletini., et al 2019).
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Figura 9. Blocos de diferentes tratamentos referentes ao experimento com niveis distintos de luminosidade

O manejo adotado para a luminosidade foi simples, os blocos foram
mantidos na auséncia de luminosidade durante os primeiros 40 dias. Apos esse
periodo ja temos o inicio da formagao da capa, neste cenario, os blocos foram
submetidos a 12 horas de luminosidade e 12 horas sem luminosidade. Além das
condigdes ja descritas anteriormente, foi realizado um manejo adicional com os
blocos, sendo esse denominado descolamento. O mesmo consiste em descolar
o plastico do bloco de forma manual afim de oxigenar o meio, ajudando assim o
fungo a concluir seus processos fisiolégicos como a formacéo da capa. O
descolamento foi realizado a cada 10 dias a partir do trigésimo dia de corrida,

totalizando 3 descolamentos ao todo por experimento.

Cultivo e colheita

Ao fim do periodo de colonizagdo e formagao da capa os blocos foram
encaminhados para a camara de cultivo e submetidos ao processo de abertura.
O mesmo foi realizado aos 60 dias para o substrato fermentado e aos 66 dias
para o substrato nao fermentado. Apds a abertura dos blocos, os sacos foram
retirados e os mesmos foram lavados com agua corrente, e identificados
conforme seus respectivos tratamentos e posteriormente transferidos para a

camara de cultivo (figura 10). As condigdes da camara na fase de cultivo foram
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de 19°C, e a umidade relativa a 85% afim de criar um ambiente propicio pa

inducado e formagao dos cogumelos (Miles e Changs 2004). Esses parametros

foram utilizados para ambas as experiéncias.

Figura 10. Manejo da abertura dos blocos; a: abertura dos blocos de shitake; b: lavagem dos blocos apés completa remogcédo do

plastico envolto; c: identificagdo dos blocos de acordo com seu tratamento.

Para iniciar a produgdo, os blocos tiveram de ser submersos em agua
durante 6 horas (figura 11). O primeiro processo de submersao foi feito afim de
induzir a producgao e foi realizado em dias distintos nos cultivos, uma vez que o
tempo que os blocos levaram para atingir as condi¢gdes para o processo foram
distintas. O mesmo foi realizado no 105° dia para a experiéncia com substrato
fermentado e no 90° dia para a experiéncia sem fermentacao. O ideal para este
processo de indugao € apos a formagao da capa micelial, como os substratos
passaram por tratamentos distintos em relagdo a fermentacao, obtivemos esse
cenario. Ja foi observado na literatura a presenca dessa indugdo através da
submersao para produgao inicial do shitake (Rossi et al., 2002; Desisa et al.,

2023). A inducao foi repetida no final de cada fluxo, que teve a duracdo média
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de 22 dias cada (Kobayashi et al., 2020).

Figura 11. Processo de choque através da submerséo realizado no tanque; a: transporte dos blocos para indugéo; b: adigdo dos

blocos no tanque; c: blocos ja posicionados aguardando completa submerséo para iniciar a contagem regressiva de 6 horas.

No total, foram realizados 4 fluxos para a experiéncia que nao passou pelo
processo de fermentagao e 3 fluxos para a experiéncia fermentada. Totalizando
196 dias de cultivo para o fermentado e 174 dias de cultivo para o experimento
nao fermentado. Todos os cogumelos foram colhidos manualmente, contados e
pesados para determinar os parametros agronémicos (figura 12). As colheitas
foram realizadas de uma a duas vezes ao dia de acordo com a necessidade

diariamente toda a fase de cultivo.
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Figura 12. Colheita e avaliagdo dos cogumelos durante o cultivo; a: colheita manual dos cogumelos; b: pesagem dos
cogumelos colhidos; c: separagdo dos cogumelos para amostras; d: embalagem dos cogumelos para
armazenamento.

Parametros avaliados

Os cogumelos colhidos, apds contados e pesados, foram avaliados
quanto a: eficiéncia biolégica (massa fresca de cogumelos X 100/massa seca de
substrato, expressa em percentagem), produtividade (massa fresca de
cogumelos X 100/massa fresca de substrato, expressa em percentagem),
numero de cogumelos (média de cogumelos colhidos por unidade), massa média
de cogumelos (massa fresca de cogumelos/numero de cogumelos, expressa em
gramas) e precocidade (massa fresca de cogumelos dos dois primeiros fluxos *
100/massa total de cogumelos frescos, expressa em porcentagem) (Zied et al.
2013; Pardo-Giménez et al. 2012). Apds colhidos, amostras de 500g dos
diferentes tratamentos foram encaminhadas para a secagem em estufa para

posterior a analise centesimal dos cogumelos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Fermentacao

As afei¢des foram realizadas diariamente, com auxilio do termémetro e do
medidor de umidade (Figura 13), onde eram aferidos 4 diferentes pontos nos

substratos. Os valores foram submetidos ao calculo de média.

Figura 13. Afeigbes realizadas diariamente nos substratos durante a fermentagédo; a: afeigdo da temperatura com a utilizagao do
termémetro; b: medidor de umidade durante o processo.

Os substratos a base de palha de arroz e trigo apresentaram as maiores
temperaturas até o quinto dia, vindo a reduzir no sexto dia, o que demonstra uma

estabilizacdo do substrato, possivelmente pela redugcdo de agucares soluveis e
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outros compostos quimicos prontamente disponiveis a comunidade microbiana
(Amiri- Sadeghan et al., 2022; El-Ramady et al., 2022). No sexto dia, os
substratos a base de B. brizantha e bagag¢o de cana apresentaram as maiores
temperaturas, 45,6 e 45,2°C, respectivamente, demonstrando uma maior
atividade metabdlica dos microrganismos ali presentes nos ultimos dias (Figura
14).

Verificou-se que no terceiro € no quarto dia ocorreram 0s maiores picos
de temperatura, sendo no terceiro dia registrado a temperatura de 60,1 °C para
a B. decumbens, 59,3 °C para a B. brizantha e 59,2 °C para o bagago de cana.
Para a palha arroz e palha de trigo, as maiores temperaturas ocorreram no quarto

dia, 62,5 e 64,3 °C, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Temperatura diaria dos substratos ao longo do processo de fermentagéao.
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Observou-se que a umidade se manteve nos valores 6timos na faixa dos
65 a 75%, recomendados para a fermentacdo do substrato, proporcionando
condigbes ideais para o desenvolvimento de microrganismos mesdfilos e a
consequente sucessao para microrganismos termdfilos, conforme descrito por
Buth (2017). Uma redugao no teor de umidade foi verificada apds o segundo dia,
que perdurou até o quarto dia, momento este que foi realizado a ultima revirada

do substrato e adigdo de agua.
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Figura 15. Umidade diaria dos substratos ao longo do processo de fermentagéo.

O substrato que sofreu menos variagao no teor de umidade foi o de bagaco de
cana, com valores de 71 a 76%, devido sua granulometria menor, com particulas
inferiores a 3 mm, o que favoreceu a retengdo de agua e reduziu a evaporagao e a
percolacao. De certo modo, a pilosidade e a cuticula sdo caracteristica morfoldgica

das palhas de gramineas que dificultam a absor¢cédo de agua nos substratos.
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Analise quimica dos substratos.

A tabela 1 apresenta as caracteristicas quimicas dos substratos apos a
formulacdo. Os substratos a base de palha de trigo e arroz, apresentaram os
maiores valores de nitrogénio, possivelmente devido a quantidade de farelo de
trigo adicionado, o que proporcionou as maiores temperaturas durante a fase de
fermentacdo. Ja os substratos de braquiarias tiveram os teores de carbono
menor, o que reduz a relagdo C/N, no entanto devido a natureza quimica do
material, a mineralizagao ocorreu mais lenta, inclusive pela menor quantidade de

farelo usada.

25



Tabela 1: Analise quimica dos substratos.

Substrato C N Relaggto P Ca Mg S
% C/N a/kg

50 1,2 416 26 6,0 34 12
Trigo pH Condutividade Celulose Hemicelulose Lignina
uS g/kg
6,8 2688 210 330 280
C N Relaggto P Ca Mg S
% C/IN a/kg
Arroz 48 1,3 39,2 1,9 6,8 87 7.8
pH Condutividade Celulose Hemicelulose Lignina
uS g/kg
6,1 2357 210 293 227
C N Relacggo P Ca Mg S
% CIN g/kg
B.decumbens 42 0,9 46,6 2,8 94 89 72
pH Condutividade Celulose Hemicelulose Lignina
pS g/kg
6,5 2668 293 250 205
C N Relacgto P Ca Mg S
% C/IN g/kg
B. brizantha 39 1,0 390 21 73 6,2 5.8
pH Condutividade Celulose Hemicelulose Lignina
uS g/kg
6,4 2951 291 270 216
C N Relaggco P Ca Mg S
% C/IN g/kg
Bagaco 51 0,8 63,7 12 34 49 338
pH Condutividade Celulose Hemicelulose Lignina
uS g/kg
7.1 2774 115 240 410
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O substrato a base de bagaco de cana apresentou a maior relagao C/N
(63,7/1), enquanto os demais substratos variaram entre 39/1 a 46,6/1, o que
pode ter influenciado a elevada produtividade no experimento com o substrato no
segundo experimento. Atila (2019) ressalta que a relagdo C/N ideal para a
producao de L. edodes é de 40 a 60/1. Outra informagao relevante sobre o
substrato com bagago de cana é o elevado teor de lignina (410 g kg-'). Os valores
de pH e condutividade dos substratos estiveram dentro do nivel ideal
recomendado por Zied et al. (2010).

Parametros agrondmicos

A abertura dos blocos foi realizada a partir da total colonizacao e formagao
da capa, essa que durante os primeiros dias de cultivo apds a abertura deteve
uma mudancga consideravel em relagao a sua coloragao e resisténcia fisica como
ilustrado na imagem. Essa situagdo pode ser observada em outros cultivos com

shitake em substratos a base de palha (Mata e Savoie 2018).

Figura 16. Processo de maturagdo da capa; a: estagio inicial de maturagdo da capa; b: bloco com uma capa mais maturada; c:

bloco com o processo de maturagéo ja finalizado.
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Apesar dos substratos a base de palha de trigo e palha de arroz serem
conduzidos da mesma maneira que os restantes, apos abertos, os mesmos
sofreram com contaminagdes e formacgao da capa mesmo antes de expostos foi
possivel observar problemas de colonizagdo, esse cenario foi visualizado em
ambos os cultivos (Figura 17). Mesmo conseguindo produzir em algumas
unidades, houve muita irregularidade e os dados obtidos nas repeticbes destes
tratamentos nao foram suficientes para entrarem na estatistica com os demais
substratos. Contaminag¢des semelhantes ja foram visualizadas em pesquisas

com palha de trigo (Mata e Savoie 2018).

Figura 17. Contaminagbes e problemas de colonizagdo nos blocos a base de palha de trigo e arroz; a: bloco a base de palha de
arroz com problemas de colonizagdo; b: blocos a base de palha de trigo contaminados por fungos competidores; c: descarte de

bloco com problema de colonizagéo.

Analise nutricional dos cogumelos

As amostras foram encaminhadas ao processo de secagem apos a
colheita., em seguida, enviadas para analise no laboratério da Unesp Dracena.

Sendo utilizado o método de Weende (Salman et al., 2010).
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Tratamento Substrato Linhagem MS (%) MM (%) Proteina (%) FB (%)
19/11 87,92 1,46 14,87 18,36
B. brizantha 54,0 88,1 1,45 12,8 1832
19/11 88,33 1,45 12,58 18,27
Fermentado B. decumbens 54,06 88,17 1,45 12,33 18,31
19/11 87,14 1,47 12,91 18,52
Bagagodecana 506 87,62 1,46 12,64 18,42
19/11 88,37 1,45 12,16 18,26
B. brizantha
20/06 89,06 1,44 10,69 18,02
N3o f tad 19/11 88,98 1,44 11,24 17,95
ao fermentado B. decumbens
20/06 89,08 1,44 11,65 17,99
19/11 87,62 1,46 13,07 18,42
Bagacgo de cana
20/06 88,34 1,45 12,75 18,27

EE (%)
6,13
6,12

6,1
6,11
6,19
6,15

6,1
6,05
6,06

6,05
6,15

6,1

Tabela 1: Analise centesimal dos tratamentos realizados com as linhagens 19/11 e 20/06 de Lentinula edodes em diferentes

Substratos, com as variaveis de Matéria Seca (MS), Matéria Mineral (MM), Proteina, Fibra Bruta (FB) e Extrato Etéreo (EE).

Uma analise centesimal dos cogumelos revelou que os valores de matéria
seca (MS) se obtiveram resultados, que variaram entre 87% e 89%, com um teor
constante de agua, independentemente do substrato ou da linhagem. Da mesma
forma, a matéria mineral (MM) apresentou pouca variagdo, com valores entre
1,44% e 1,47%, indicando que o conteudo mineral ndo foi significativamente

afetado pelos diferentes tratamentos aplicados.

O teor de proteina foi o0 componente que apresentou maior variagdo, com
concentracbes mais elevadas observadas na linhagem 19/11, especialmente
quando cultivada nos substratos a base de B. brizantha e bagago de cana. Em
comparacgao, a linhagem 20/06 exibiu niveis proteicos mais baixos em quase
todos os cenarios, destacando-se afirmativamente apenas no substrato ndo
fermentado de B. decumbens. As fibras brutas variaram de 17,95% a 18,52%,
com diferengas minimas, o que sugere uma composi¢ao de fibra relativamente
constante, um fator relevante para a digestibilidade e as propriedades funcionais

dos cogumelos.

Em relagéo ao extrato etéreo (EE), que reflete o teor de lipidios, observou-

se uma estabilidade em torno de 6%, evidenciando o baixo teor lipidico
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especifico dessa espécie (Furlany e Godoy, 2007). Esses dados indicam que,
embora substratos e linhagens influenciem certos componentes nutricionais, o
perfil geral dos cogumelos manteve-se relativamente constante, com destaque
para a linhagem 19/11, que demonstrou maior eficiéncia na produgdo de

proteina.

A fermentacao, por sua vez, teve um impacto moderado nos resultados.
Nos substratos fermentados, foi observada uma leve tendéncia a valores mais
elevados de matéria seca (MS) e matéria mineral (MM), mas n&o houve
alteracdes significativas nos niveis de proteina, fibra bruta e extrato etéreo (EE),
que fornecem relativamente constantes. Esses resultados sugerem que, embora
o processo de interferéncia possa influenciar alguns componentes, os efeitos
observados nas partes analisadas nao foram suficientemente pronunciados para

causar mudangas substanciais na composi¢ao nutricional dos cogumelos.

Cultivo do substrato fermentado

O primeiro cultivo do L. edodes, foi o com o substrato previamente
fermentado. Observou-se que a linhagem LED 19/11 no substrato a base de B.
brizantha obteve melhores rendimentos, atingindo 23,08% de produtividade, em
comparagao, nos outros substratos utilizados, o valor atingido foi de 11,77% na
B. decumbems e 12,85% no bagaco de cana. Quando analisamos a linhagem
20/06, podemos observar que o melhor desempenho em relagao a produtividade
foi com a B. Decumbems. onde obteve 16,77% de produtividade. A LED 19/11
obteve uma produtividade significativamente superior em B. brizantha quando
comparada a LED 20/06, cenario que nao foi observado no bagago, com
diferengas estatisticas indicadas pelas letras maiusculas e minusculas na tabela
2.
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Tabela 2. Parametros agrondmicos do cultivo com substrato fermentado

Linhagem

LED 19/11
LED 20/06
CV (%)

LED 19/11
LED 20/06
CV (%)

LED 19/11
LED 20/06
CV (%)

LED 19/11
LED 20/06
CV (%)

LED 19/11
LED 20/06
CV (%)

Substrato
B. brizantha B. decumbems
Produtividade* (%)
23.08a A 11.77 b
13.42B 16.77
21.96
Numero de cogumelos” (unidades)
13.20 8.40
10.60 11.40
31.61
Peso médio dos cogumelos® (g)
44.05 22.93
20.76 22.62
27.64
Precocidade* (%)
70.54 59.66
62.04 67.93
46.78
Eficiéncia biolégica* (%)
57.70a A 32.70 b
33.56 B 46.59
22.38

Bagaco

12.85Db
10.58

4.80
4.60

59.7
47.85

34.02
29.45

31.09b
25.61

*Dados transformados pela raiz quadrada de Y + 0,5 - SQRT(Y+0,5). Médias distintas diferiram pelo teste estatistico Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade, sendo que letras mintsculas comparam médias entre colunas e letras maitsculas comparam entre

linhas

Apesar da baixa produtividade encontrada no bagago de cana, quando

analisamos o peso meédio dos cogumelos, que variou bastante entre os

substratos analisados, foi possivel observar que tanto a linhagem 19/11 quanto

a 20/06 obtiveram o seu maior peso médio no substrato em questdo 59,7 g e

47,85 g respectivamente. Os resultados obtidos pela 19/11 na B. Brizantha

também foram interessantes, com peso médio de 44,0 g, com um bom numero

de cogumelos, o que resultou na mais alta produtividade observada entre os
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tratamentos. No entanto, as duas linhagens produziram cogumelos menores na

B. decumbens.

Em relagdo a precocidade, a 19/11 foi mais precoce no substrato a base
de B. brizantha 70,54%, enquanto a 20/06 foi mais precoce em B. decumbens
67,93%. No bagaco por sua vez, foram obtidos valores a baixo dos 35% em
ambas as linhagens. A eficiéncia biolégica encontrada pela 19/11 foi
significativamente maior em B. brizantha onde atingiu 57,70%, do que nos outros
substratos, enquanto a 20/06 obteve seu melhor desempenho em B. decumbens
com 46,59%.

Com isso é possivel afirmar que no primeiro cultivo a linhagem 19/11 se
destacou no substrato a base B. brizantha, com bons valores de produtividade,
numero de cogumelos e eficiéncia bioldgica, enquanto a linhagem 20/06 mostrou
desempenho mais estavel no substrato a base de B. decumbens. Esses
resultados indicam que as linhagens respondem de maneira diferente as
composi¢des quimicas dos substratos, o que sugere que a escolha do substrato
pode ser otimizada de acordo com a linhagem utilizada para assim, maximizar o

rendimento.

Sabe-se que a adigdo de nitrogénio aos substratos destinados a produgéo
de Lentinula edodes €& eficaz, sobretudo quando esta presente na forma
completa, como é o caso do farelo (Boyle, 1998). No entanto, nos metabolismos
destes fungos de podriddo, os agucares sdo gerados mais rapidamente do que
sdo consumidos, resultando em acumulagao (Stamets, 2011). Embora a razao
para o aumento do rendimento do shiitake com a disponibilidade de hidratos de
carbono néo seja totalmente compreendida, pode representar uma ferramenta

relevante para aumentar os rendimentos (Reid, 1983).

Nesse sentido, é possivel inferir que os menores rendimentos observados
em substratos fermentados, como no caso deste primeiro cultivo, estao
associados ao consumo de carboidratos pelos microrganismos envolvidos no
processo de fermentacdo, o que influencia sutiimente os rendimentos quando

comparados ao substrato ndo fermentado (Ayilara et al., 2020).
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Cultivo do substrato nao fermentado

Ao analisar a utilizacdo de substratos nado fermentados, apenas
autoclavados, observa-se que foram obtidas maiores produtividades nos
substratos a base de B. brizantha e bagag¢o de cana, ndo sendo influenciados
pela linhagem utilizada. A linhagem 19/11, quando cultivada no substrato a base
de B. decumbems, apresentou rendimento abaixo dos 20% quando observamos
a produtividade. Entretanto, valores maiores foram obtidos nos outros substratos,

ambos acima dos 25% (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros agronémicos do cultivo com substrato ndo fermentado.

Substrato
Linhagem B. brizantha B. decumbens Bagaco de cana
Produtividade (%)
LED 19/11 25.04 a 16.19b 30.29 a
LED 20/06 22.05 23.33 26.05
CV (%) 28.22
Numero de cogumelos (unidades)
LED 19/11 13.20 a 7.40b 19.40 a
LED 20/06 11.80 11.20 13.60
CV (%) 42.82
Peso médio dos cogumelos (g)
LED 19/11 30.15 32.71 24.81
LED 20/06 33.01 33.35 29.11
CV (%) 20.96
Precocidade (%)
LED 19/11 68.96 71.11 86.29
LED 20/06 75.42 71.40 81.41
CV (%) 19.92
Eficiéncia biolégica (%)
LED 19/11 68.04 a 41.89b 81.87 a
LED 20/06 59.85 60.34 70.41
CV (%) 27.87

As médias distintas diferiram pelo teste estatistico Scott-Knott a um nivel de 5% de probabilidade, com letras minusculas a
comparar as médias entre colunas.
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O peso médio dos cogumelos foi relativamente estavel, variando entre
24,81 g e 33,35 g para as duas linhagens. Essa consisténcia sugere que a
genética das linhagens tem um papel mais preponderante no tamanho final dos
cogumelos do que as variagdes no substrato, estudos anteriores indicam que o
peso dos cogumelos € menos influenciado pelo substrato e mais pelas
caracteristicas genéticas, desde que os nutrientes essenciais estejam presentes

em quantidades adequadas (Chang e Miles 2004).

A linhagem LED 20/06 mostrou-se produtiva e eficiente em todos os
substratos analisados, com produtividade acima dos 22% em todas as situacoes,
com uma ligeira vantagem no bagaco de cana, porém sem diferenga estatistica.
A estabilidade do rendimento, numero de cogumelos e eficiéncia bioldgica entre
0s substratos sugere que essa linhagem possui uma plasticidade significativa,
sendo capaz de se adaptar bem as diferentes condi¢des de cultivo impostas. A
vantagem observada no bagaco de cana reforga a ideia de que esse substrato,
pode ser uma opg¢ao promissora para a produgdo comercial de shitake (figura
18).
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Figura 18. Blocos a base de bagaco de cana durante o cultivo com diferentes estagios de desenvolvimento dos cogumelos.

Na literatura sao registadas efici€éncias bioldgicas maiores quando
analisamos substratos mais tradicionais que obtém médias de 92% (Freitas et
al., 2024; Baktemur et al., 2022), superiores aos valores encontrados neste
estudo, valores entre 41% e 81% para o substrato ndo fermentado e valores
entre 25% e 57% para o substrato fermentado. Entretanto, ao observarmos
estudos com formulagcbes a base de palha ou bagaco, é possivel avalias os
resultados obtidos de maneira positiva, evidenciando a possibilidade da
utilizacdo dos materiais para o cultivo do L. edodes (Montini 2002). Ao
analisarmos a eficiéncia bioldgica individualmente, a mesma foi mais alta no
substrato de B. brizantha com a linhagem 19/11, atingindo 68,04%, em bagaco
de cana com 81,87%, e mais baixa na B. decumbens, com 41,89%. A linhagem
20/06 apresentou maior consisténcia entre os substratos, com a eficiéncia
biolégica variando de 59,85% até 70,41%. Subtratos com maior concentragéo de
lignocelulose, como o bagacgo de cana, tendem a apresentar maiores valores de
eficiéncia bioldgica. Isto pode explicar porque a mesma foi mais baixa para B.

Decumbens, sendo o substrato quimicamente menos adequado para
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decomposigéo pelo fungo em relag&o a outros substratos.

Shifeng et al. (2017), ao substituirem o substrato convencional utilizado
para a producao de shiitake por palha de arroz, também observaram uma
diminuicdo nos valores de eficiéncia bioldgica, onde quanto maior a substitui¢ao,
mais a mesma afetada. Atualmente, este estudo permanece dentro das métricas
estabelecidas para a producao deste fungo neste cenario, variando de 36% a

63%, principalmente em palha de arroz (Avila et al., 2023).

Comparacgao entre os cultivos

Em relacdo a produtividade, as mesmas encontradas nos substratos
fermentados foram, de maneira geral consideravelmente inferiores as

observadas nos substratos ndo fermentados.

Tabela 4. Produtividade dos cultivos fermentado e ndo fermentado (%).

Substrato Fermentado Nao fermentado
19/11 20/06 19/11 20/06

B. brizantha 23.08 13.42 25.04 22.05

B. decumbens 11.77 16.77 16.19 23.33

Bagaco de cana 12.85 10.58 30.29 26.05

Um possivel motivo para isso € que o processo de fermentacao pode nao
ter sido suficientemente eficiente para liberar os nutrientes necessarios para
assim maximizar o rendimento, ou ciclo de fermentagao tenha criado condicdes

menos favoraveis ao desenvolvimento do shiitake, como compostos téxicos que
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podem ter inibido ou retardado o crescimento do micélio, ou até o consumo de
nutrientes pelos microrganismos envolvidos na fermentagao e que pudessem vir
a ser importantes no desenvolvimento posterior do shiitake. Nos substratos nao

fermentados, especialmente no bagago de cana, o L. edodes obteve resultados

superiores (figura 19).

Figura 19. Blocos com substratos ndo fermentados durante a fase de produgéo e colheita

O numero de cogumelos também foi inferior nos substratos fermentados
quando comparados aos nao fermentados, especialmente no bagago de cana
(tabela 5). No substrato ndo fermentado a base de bagago de cana a linhagem
19/11 produziu quase 4 vezes mais cogumelos do que o substrato fermentado,
sugerindo que a fermentagao pode ter reduzido a qualidade do substrato para a

frutificacao, ou que o processo pode ser otimizado.
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Tabela 5. Numero de cogumelos dos cultivos fermentado e néo fermentado (u).

Substrato Fermentado Nao Fermentado
Linhagem 19/11 20/06 19/11 20/06

B. brizantha 13.20 10,6 13.20 11.8

B. decumbens 8.40 11.40 7.40 11.20
Bagaco de cana 4.8 4.6 19.40 13.6

Curiosamente, no substrato fermentado, os cogumelos obtidos pela 19/11
cresceram com maior massa media nos substratos a base de B. brizantha e
bagacgo de cana, com até 59,7g no bagaco, sugerindo que a fermentagao pode
ter favorecido a qualidade nutricional do substrato para cogumelos maiores,
porém a produtividade obtida em ambos os substratos foi consideravelmente
menor que nos substratos nao fermentados (tabela 6). A linhagem 20/06 por sua
vez, apresentou resultados melhores no substrato ndo fermentado, com

cogumelos de peso médio superiores em todos os substratos.

Tabela 6. Peso médio dos cogumelos nos cultivos fermentado e ndo fermentado (g).

Substrato Fermentado Nao Fermentado
Linhagem 19/11 20/06 19/11 20/06
B. brizantha 44 .05 20.76 30.15 33.01
B. decumbens 22.93 22.62 32.71 33.35
Bagaco de cana 59.7 47.85 24.81 29.11
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A precocidade foi, de modo geral, superior nos substratos nao
fermentados, especialmente no bagago de cana onde a linhagem 19/11, por
exemplo, foi muito mais precoce no substrato de bagago n&do fermentado, com

86,29%, em comparacao ao fermentado, 34,02%).

Tabela 7. Eficiéncia biologica dos cultivos fermentado e ndo fermentado (g).

Substrato Fermentado Nao Fermentado
Linhagem 19/11 20/06 19/11 20/06

B. brizantha 57.7 33.56 68.04 59.85
B. decumbens 32.7 46.59 41,89 60.34
Bagacgo de cana 31.09 25.61 81.87 70,41

Assim como na maioria dos parametros, a eficiéncia bioldgica foi
consistentemente maior nos substratos nao fermentados (Tabela 7). Para a
19/11, por exemplo, o valor foi significativamente superior no bagago de cana
nao fermentado, com 81,87% em comparagao ao fermentado que obteve
31.09%. Esse padrao sugere que, no caso desse experimento, os substratos néo
fermentados forneceram melhores condigdes para a conversao de substrato em

biomassa fungica.
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Consideragoes finais

A fermentagao do substrato, em vez de melhorar os resultados, parece
ter reduzido o desempenho de ambas as linhagens, especialmente em termos
de produtividade e eficiéncia biolégica. Embora o processo fermentativo tenha
um potencial de aumentar a biodisponibilidade dos nutrientes, esses resultados
sugerem que a fermentacao pode ter sido inadequada para o cultivo do shitake
nestes substratos avaliados ou que o ciclo de fermentacédo pode ter criado um

ambiente menos favoravel para o crescimento e frutificagdo do shiitake.

Este estudo evidencia que o rendimento dos cogumelos esta relacionado
com o substrato, a linhagem, e a técnica de preparo do substrato a se utilizar,
especialmente quando se utiliza-se residuos agricolas com menor concentragao
de lignina para a produgao do L. edodes. Através da proposta de uma possivel
reducao no uso de serragem, implicando, consequentemente, na diminuigao da
concentracado de lignina no substrato, como era de se esperar, esse processo
impactou diretamente no crescimento e desenvolvimento do fungo no substrato.
devido a sua capacidade adaptativa em produzir enzimas para degradagao da
lignina (peroxidase, manganés peroxidase, aryl alcool oxidase e lacase) (Harris-
Valle et al., 2007). Dessa forma, a producao de shiitake em residuos agricolas
com menor concentragao de lignina, como as palhas utilizadas e o bagacgo de
cana-de-acucar, ainda ndo se estabeleceu como uma ferramenta tao eficaz
quanto a produgdo com substratos a base de serragem (Freitas et al., 2024).
Mesmo sendo menos eficiente comparado ao substrato tradicional, cenario que
era esperado, os resultados demonstram um bom potencial para a utilizagao dos
materiais, principalmente se levarmos em consideragdo em alguns dos cenarios,
como a produgao no nao fermentado que em ambas as linhagens obtiveram boa
produtividade principalmente no bagaco de cana de aclcar. E importante
ressaltar que uso de residuos agricolas, como bagago de cana e forragens,
contribui para a diminuicdo de problemas relacionados ao mesmo além de prover
mais opg¢des ao produtor, isso nao apenas ajuda a minimizar o impacto
ambiental, mas também agrega valor a subprodutos que, de outra forma,
poderiam ser descartados. A utilizagdo de diferentes substratos permite a

exploragao de diferente linhagens e condi¢des de cultivo, ampliando o potencial
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de desenvolvimento e da adesao dos produtores a possibilidade de ampliar seus

produtos e mercados.

Apesar das vantagens, a utilizacdo de substratos alternativos também
apresenta seus desafios. A variabilidade na composi¢cdo e na qualidade dos
substratos afetam diretamente o desempenho das linhagens de shitake, como
demonstrado. Portanto, a padronizagao e o controle das condi¢des de cultivo sdo

essenciais para assim garantir resultados consistentes.

5. CONCLUSAO

A utilizagao de materiais alternativos, como a palha e os residuos da
industria da cana-de-agucar, que tém concentracbes mais baixas de lignina,
demonstrou-se eficaz na producdo de Lentinula edodes. No entanto, sao
necessarios estudos adicionais para abordar questdes relacionadas com a
reducao dos rendimentos. A fermentagao do substrato, nesse caso, nao resultou
em melhores resultados de produtividade e eficiéncia bioldgica. O substrato ndo
fermentado demonstrou ser mais eficaz em relagao a produtividade, numero de
cogumelos e precocidade, sugerindo que pode ser uma estratégia melhor para

o cultivo de Lentinula edodes nas condigdes especificas do experimento.

O entendimento das interacdes entre as linhagens com os substratos, as
caracteristicas dos mesmos e as condi¢gdes de cultivo sdo fundamentais para
aprimorar as técnicas de cultivo e aumentar a eficiéncia da produg¢do. Com isso
a adogao de substratos alternativos, como B. brizantha, B. decumbens e bagago
de cana, pode vir a ser uma estratégia valiosa para a produgéo de Lentinula
edodes, contribuindo para um sistema de cultivo mais sustentavel, com mais
opgdes e podendo ser economicamente viavel, desde que os desafios sejam

adequadamente abordados.
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