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RESUMO

O cogumelo comestivel Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. é produzido em cultivo
axénico comumente a partir de serragem de eucalipto. Entretanto, a serragem
possui demais finalidades podendo se tornar escassa ou de dificil acesso aos
produtores de cogumelos, quando ndo disponivel em abundancia na regido de
cultivo. Visando o aproveitamento de residuos organicos disponiveis na cidade de
Botucatu/SP e fontes alternativas para a producdo do cogumelo, foram utilizadas
diferentes formulacées com casca de eucalipto, serragem de peroba do Norte e
composto exaurido de P. ostreatus. Foram formulados treze tratamentos a base de
serragem de eucalipto e das diferentes concentracdes dos residuos organicos,
sendo 100%, 75%, 50% e 25% de cada residuo, combinados ou ndo de forma
complementar com a serragem de eucalipto, tendo como grupo controle 100% de
serragem de eucalipto. Os tratamentos obtiveram dez repeti¢cdes e foram utilizados
para producédo do meio de cultura (Experimento 1) e para a producdo de cogumelos
(Experimento 2). No experimento 1 constatou-se que o didmetro micelial dos
tratamentos a base de 100% de casca de eucalipto, 75% de composto exaurido +
25% de serragem de eucalipto e 25% de composto exaurido + 75% de serragem de
eucalipto, obtiverem maior diametro micelial com 81,06, 78,99 e 78,84 mm,
respectivamente, em relagdo ao grupo controle, 72,99 mm. J& no experimento 2 foi
constatado que todos os tratamentos possuem eficiéncia biol6gica equivalente ao
grupo controle (51,75%), com exceg¢ao do tratamento com 100% de composto
exaurido (18,09%), o qual obteve menor produtividade. Entretanto, os residuos
organicos avaliados, casca de eucalipto, serragem de peroba do Norte e composto
exaurido de P. ostreatus, podem ser aproveitados no cultivo de P. ostreatus em
substituicdo ao substrato convencional (a base de 100% de serragem de eucalipto),
com excecdo do composto exaurido na sua forma integral (100%), possibilitando um
destino ecoldgico para estes descartes e produzindo alimento altamente nutritivo. O
perfil enzimatico do fungo também foi caracterizado em relacdo a producdo de
Lacase, Manganés Peroxidase e Versétil Peroxidase nos mesmos treze tratamentos.
Para isto, foram separadas amostras de cada um dos tratamentos, as quais Sao
chamadas de extratos brutos. Estes, foram assepticamente unidos ao meio de
cultura LN-AS (low-nitrogen asparagine-succinate), conhecido como meio minimo. A
mesma linhagem do P. ostreatus (linhagem SB) foi inoculada nos frascos, os quais
foram incubados a 28°C em estufa microbioldgica. Foram aliguotadas amostras a
cada trés dias, sendo estes, 3, 6, 10, 13, 17 e 20 dias de incubacao, totalizando seis
amostras para cada substrato. A partir de entédo, foi calculada a concentracédo de
proteinas através do coeficiente de extingdo molar, o qual foi determinado por uma
curva padréo confeccionada com uma soluc¢éo de albumina de soro bovino, diluida
em concentracdes entre 500 e 2500 ug/mL, respeitando a lei de Lambert-Beer.
Assim, pode-se calcular a atividade especifica das enzimas, correlacionando-se a
concentragédo de proteinas com a atividade enzimatica. Somente a enzima Lacase
obteve produtividade, com maior producédo no décimo sétimo dia de incubacdo para
todos os tratamentos. As outras duas enzimas nao obtiveram producao.

Palavras-chave: Cogumelo ostra. Aproveitamento de residuos. Meio ambiente.
Atividade Enzimatica.






ABSTRACT

The edible mushroom Pleurotus ostreatus (Jacqg.) P. Kumm. is produced in axenic
cultivation generally from eucalyptus sawdust. However, the sawdust has other
purposes and may become scarce or difficult access for mushroom producers when
it is not abundantly available in the cultivation area. Aiming at the use of available
organic residues in the region of Botucatu/SP and alternative sources to the
mushroom production, different formulations with eucalyptus bark, northern peroba
sawdust and spent mushroom substrate were used, being these residues highly
available in the region. Thirteen treatments were formulated from eucalyptus sawdust
with different proportions of organic residues, being 100%, 75% 50% and 25% of
each organic residue, combined or not with the eucalyptus sawdust, and the control
group with 100% of eucalyptus sawdust. The treatments were used to produce the
culture medium (Experiment 1) and to produce mushrooms (Experiment 2) containing
ten replicates each. In experiment 1 was found that the mycelial diameter of the
treatments based on 100% eucalyptus bark, 75% spent mushroom substrate + 25%
eucalyptus sawdust and 25% spent compost + 75% eucalyptus sawdust, obtained
larger mycelial diameter with 81,06, 78,99 e 78,84 mm, respectively, in relation to
the control group, 72,99mm. In experiment 2 was found that all treatments have
biological efficiency equivalent to the control group (51,75%), except for the
treatment with 100% spent mushroom substrate (18,09%), which obtained the least
productivity. However, the evaluated organic residues, eucalyptus bark, northern
peroba sawdust and spent mushroom compost can be used in the P. ostreatus
cultivation replacing the conventional substrate (100% of eucalyptus sawdust),
except the spent mushroom substrate in its entirety (100%), enabling an ecological
destination to these residues and producing a highly nutritional food. The enzymatic
profile of the fungus was also characterized in relation to the production of Lacase,
Manganese Peroxidase and Versatile Peroxidase in the same thirteen treatments.
For this, samples from each of the treatments were separated, which are called crude
extracts. These were aseptically joined to the LN-AS (low-nitrogen asparagine-
succinate) culture medium, known as the minimal medium. The same strain of P.
ostreatus (strain SB) was inoculated in the flasks, which were incubated at 28°C in a
microbiological incubator. Samples were aliquoted every three days, these being 3,
6, 10, 13, 17 and 20 days of incubation, totaling six samples for each substrate. From
then on, the protein concentration was calculated using the molar extinction
coefficient, which was determined by a standard curve made with a solution of bovine
serum albumin, diluted in concentrations between 500 and 2500 ug/mL, respecting
the law Lambert-Beer. Thus, one can calculate the specific activity of the enzymes,
correlating the protein concentration with the enzymatic activity. Only the enzyme
Lacase obtained productivity, with higher production on the seventeenth day of
incubation for all treatments. The other two enzymes were unsuccessful.

Keywords: Oyster mushroom. Use of waste. Environment. Enzymatic Activity.
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INTRODUCAO GERAL

O cultivo de cogumelos representa a producdo de alimentos saudaveis e ricos
em nutrientes, tais como proteinas, aminoacidos e vitaminas. N&o o bastante, o
cultivo de cogumelos também representa a producdo de produtos medicinais
efetivos na salde humana, reduz o impacto ambiental originado do potencial de
conversdo de materiais poluentes ao meio ambiente em produtos alimenticios e por
fim, origina oportunidades de emprego e desenvolvimento do setor rural (CHANG e
WASSER, 2017).

O cogumelo Pleurotus ostreatus, popularmente conhecido como Shimeji, é
considerado como o mais facil de cultivar e também, o mais econémico, sendo
produzido em grande escala mundialmente e ocupando o segundo lugar da
producdo mundial (KAPAHI, 2018).

A biomassa vegetal, a qual é degradada pelos fungos através de suas
atividades enzimaticas, é considerada como a biomassa renovavel mais abundante
da Terra, ja sendo amplamente utilizada na agricultura e industria devido a producao
de alimentos, produtos bioquimicos, biocombustiveis e outros produtos de base
biologica (MAKELA, et al., 2014).

Devido a capacidade de ser cultivado em diversos residuos agricolas, esta
pesquisa objetivou avaliar o crescimento micelial e a produgdo do cogumelo P.
ostreatus em residuos orgéanicos (casca de eucalipto, serragem de peroba do Norte
e composto exaurido de cogumelos) e também, caracterizar o perfil enziméatico do
fungo P. ostreatus quanto a sua capacidade de produzir Lacase, Manganés

Peroxidase e Versatil Peroxidase.
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REVISAO DE LITERATURA
Producédo de cogumelos no Brasil e no mundo

Considerando que a populagdo mundial em 1978 representava 4.2 bilhdes e
gue em 2013 chegou a 7.1 bilhdes de pessoas, houve um aumento de apenas 1.7x,
enquanto que, a producdo mundial de cogumelos aumentou ho mesmo periodo mais
de 30x, sendo 1 bilhdo de kg de cogumelos produzidos em 1978 e 34 bilhdes de kg
em 2013. Isso representa que o0 aumento da producdo de cogumelos teve um rpido
avanco e que o consumo per capita é de aproximadamente 5kg por ano (ROYSE et
al., 2017).

Os cogumelos mais cultivados no mundo sdo Lentinula, contribuindo com
cerca de 22% da producdo mundial, Pleurotus spp. em segundo lugar, com cerca de
19% da producéo, Auricularia, contribui com aproximadamente de 17%, Agaricus,
responsavel por 15%, Flamulina com 11%, Volvariella com 5% e outros géneros com
10% da producao mundial (ROYSE et al., 2017).

A China € o pais que representa a maior produtividade de cogumelos, com
uma producdo de aproximadamente 30 bilhdes de quilogramas de cogumelos em
2013, representando 87% da producdo mundial, seguida pelo resto da Asia, com
1.3% da produgéo, Unido Europeia com 1.1%, Américas com 1% e outros paises 1%
(ROYSE et al., 2017).

Na Africa, dois tercos da populacdo depende diretamente de produtos
florestais para sobrevivéncia ou como fonte de renda, derivada de um amplo alcance
de produtos florestais ndo madeireiros (PFNMs), incluindo-se os cogumelos
comestiveis (DEGREEF et al., 2016). Sendo uma das culturas cultivadas
comercialmente mais importantes e considerada como agricultura sustentavel, o
cultivo de cogumelos é um exemplo de desenvolvimento econémico rural, auxilia no
combate a fome em diversos paises em desenvolvimento e rejuvenesce as
economias locais (KAPAHI, 2018).

Em Bangladesh, na Asia, uma das solucdes viaveis para o desemprego no
pais é o florescimento do setor de cultivo de cogumelos, no qual os agricultores

podem produzir com baixas tecnologias de producdo e baixos investimentos,
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proporcionando oportunidades de emprego nas areas rurais e renda para grupos

desfavorecidos e pequenas propriedades familiares (EASIN et al., 2017).

Segundo Gomes et al. (2016) o estado que mais se encontra produtores de
cogumelos no Brasil é o estado de Sao Paulo. Em 2016 foi realizado um
levantamento, o qual apontou que haviam 505 produtores distribuidos em 93
municipios do estado, os quais foram responsaveis por produzir um total de 1.062
toneladas de cogumelos por més, gerando aproximadamente 5.000 empregos

diretos.
O cogumelo Pleurotus ostreatus

Os fungos tém papel indispensavel na degradacdo da madeira na natureza,
em particular, os pertencentes aos filos Basidiomycota e Ascomycota, incluindo
espécies que convertem eficientemente os compostos presentes na parede celular
da madeira (HILDEN e MAKELA, 2018). O cogumelo Pleurotus ostreatus €
pertencente ao filo Basidiomycota, familia Pleurotaceae, sendo originado na China,

entretanto, € distribuido no mundo todo atualmente (PISKA et al., 2017).

H& muitos anos, culturas humanas fazem uso de cogumelos do género
Pleurotus, também conhecido como "cogumelos ostra", representando um dos
grupos de cogumelos mais produzidos e consumidos no mundo devido as suas
incriveis propriedades e inimeras formas de cultivo (BONONI et al., 1999). Além de
suas propriedades nutricionais, possuem também propriedades medicinais, com
efeitos benéficos promotores a saude (MASRI et al.,, 2017). Este género possuli
aproximadamente 40 espécies, as quais sdo comumente comestiveis e disponiveis
na natureza (VALVERDE, 2015).

O cogumelo P. ostreatus comecou a ser cultivado no Brasil de modo
incipiente na década de 70, a partir de linhagens introduzidas da Europa e da Asia,
em substratos a base de gramineas, bagaco de cana de acglUcar ou serragem, mas
somente na década de 80 € que houve o aumento de sua producédo e consumo,
devido a popularizacdo do cogumelo (BONONI et al., 1995). As técnicas de cultivo
deste cogumelo foram melhoradas e atualmente, sdo os cogumelos mais faceis de
se cultivar, ocupando o segundo lugar com producdo maxima por todo o mundo
(KAPAHI, 2018).
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O fungo é considerado um decompositor primario, o qual degrada
hemicelulose, lignina e outros componentes da matéria vegetal (GRIMM e WOSTEN,
2018), portanto, tem um papel significativo no gerenciamento de residuos agricolas
qgue se tornaram um problema critico para descarte (YAMUCHI et al., 2019). Outro
beneficio é que, de acordo com Kapahi (2018), os “cogumelos ostra” também
apresentam caracteristicas desejaveis na producao, tais como, alta resisténcia a
pragas, alta eficiéncia bioldgica e rendimento e se adaptam facilmente a fatores

ambientais.

A tecnologia envolvida no processo de producdo deste cogumelo é muito
simples e de baixo custo, baseando-se em um tipo de agronegécio lucrativo que
proporciona um crescimento consistente e alta eficiéncia biolégica (KHAN et al.,
2017). A biotecnologia existente no cultivo envolve praticas essenciais, tais como,
isolamento, mantimento das linhagens, elaboracdo do indculo, selecdo dos
substratos e producéo dos corpos de frutificacdo (VALENCIA DE ITA et al., 2018).

Os sistemas de cultivo de cogumelos baseiam-se em substratos em
condicBes ndo asseépticas (cultivo pasteurizado) ou em substratos submetidos a
esterilizagdo (cultivo axénico) (EIRA, 2000). Os substratos esterilizados isentam a
presenca de micro-organismos competidores, sendo ideal para o cultivo de
cogumelos comestiveis, embora, 0 processo seja mais caro para cultivo em larga
escala (CHANG e WASSER, 2017). No cultivo axénico, 0s substratos
lignocelulésicos séo esterilizados e o0s inoculos adequados sdo colocados
assepticamente para a corrida do micélio. A espécie P. ostreatus produz micélio de
coloragéo branca, por isso € chamado popularmente de “fungo de podridao branca”,
a qual leva geralmente quinze dias para colonizacdo do substrato (KAPAHI, 2018).
Apbs a completa colonizacdo, em condi¢cdes ambientais adequadas, a germinacéo
natural ocorre e € seguida pela formacdo dos corpos de frutificacdo (CHANG e
WASSER, 2017).

Substratos alternativos na producao de Pleurotus ostreatus

Muitos residuos organicos vém sendo testados para a producdo de
cogumelos comestiveis a fim de serem reaproveitados. Sales-Campos et al. (2010)
testaram alguns residuos amazénicos do setor madeireiro e agroindustrial para o

cultivo de P. ostreatus, sendo eles, serragem de marupa (Amarouba amara), pau de
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balsa (Ochroma pyramidale), estipe de pupunheira (Bactris gasipaes) e bagaco de
cana de acucar, 0s quais apresentaram eficiéncia bioldgica alta com 94, 64,6, 125,6
e 99,8% respectivamente, dando destaque para o estipe de pupunheira com mais de
100% de eficiéncia bioldgica.

No quadro 1 encontram-se alguns trabalhos relevantes sobre a producgéo do
cogumelo comestivel P. ostreatus em substratos alternativos no periodo de 2010 a
20109.
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Quadro 1 - Substratos alternativos ja avaliados na producéo de Pleurotus

ostreatus no periodo de 2010 a 2019

Substrato

Referéncia

Serragem de marupa, pau de balsa, estipe de pupunheira

e bagaco de cana de acucar

Sales-Campos et al.
(2010)

Cachos vazios de frutos, cascas do dendezeiro, cascas de

Acacia mangium e a graminea Imperata cylindrica

Rizki e Tamai (2011)

Cascas de café, serragem de eucalipto e cascas de

eucalipto

Luz et al. (2012)

Cultivares de bananeira

Carvalho et al. (2012)

Palha de arroz, palha de trigo, serragem de Alder (Alnus

nepalensis), bagaco de cana de acucar e jornal

Sharma et al. (2013)

Papéis reaproveitados

Fernandes et al. (2014)

Cachos vazios de frutos do dendezeiro

Marlina et al. (2015)

Brachiaria decumbens, palha de cana de acucar,
Brachiaria brizantha e palha de trigo.

Vieira e Andrade (2016)

Palhas de graminea e raspas de madeira

Masevhe et al. (2016)

Residuos do algodoeiro

Khan et al. (2017)

Palha de gréo de bico, cascas de sementes de algodao,
extrato de azeitona, extrato de semente de girassol e

acucar extraido de beterrabas

Atila (2017)

Sobras de alimento

Martins et al. (2018)

Bambu mosso

Yamauchi et al. (2019)

Residuos do cogumelo Lentinula edodes

Silva et al. (2019)

Rizki e Tamai (2011) formularam substratos a partir de alguns residuos

lignoceluldsicos para a producéo de P. ostreatus, incluindo cachos vazios de frutos
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do dendezeiro (Elaeis guineensis), cascas do dendezeiro, cascas de Acacia
mangium e a graminea Imperata cylindrica (Congograss). Utilizaram folhas do
dendezeiro como fonte de suplementacao e obtiverem como resultado as seguintes
eficiéncias biologicas: tratamento a base de Congograss (70,5%), seguido pelo
tratamento a base de cachos vazios de dendezeiro (56,6%), cascas do dendezeiro

(40,9%) e cascas de Acacia mangium (1,1%).

Luz et al. (2012) prepararam substratos para o cultivo de duas linhagens de P.
ostreatus (PLO 2 e PLO 6) em cascas de café, serragem de eucalipto e cascas de
eucalipto. Para cada residuo obtiveram-se dois tratamentos, um com 100% do
residuo e outro com 80% do residuo + 20% de farelo de arroz como suplemento.
Para a linhagem PLO 2, todos os tratamentos suplementados obtiveram as melhores
eficiéncias biologicas, sendo a casca de eucalipto (~80%), seguido pelo tratamento a
base de casca de café (~70%) e serragem de eucalipto (~65%). Para a linhagem
PLO 6, os tratamentos também obtiveram melhores produtividades quando
suplementados, sendo a casca de café (~93%) de eficiéncia biologica, seguido pela

casca de eucalipto (~90%) e serragem de eucalipto (~90%).

Carvalho et al. (2012) avaliaram a producdo do cogumelo P. ostreatus, em
quatro cultivares de bananeira (Pelipita, Thap Maeo, Prata Ana e Caipira), em trés
tratamentos para cada cultivar, sendo 100% folha, 100% pseudocaule e 50% folha +
50% pseudocaule. Concluiram que os cultivares nos tratamentos com 100% de
pseudocaule obtiveram as melhores produtividades, com excecdo da cultivar Prata
And, a qual obteve eficiéncia bioldgica de ~27%. As cultivares Pelipita, Thap Maeo e
Caipira obtiveram eficiéncias biolégicas em torno de 45, 63 e 35%, respectivamente.

Sharma et al. (2013) utilizaram como controle na producdo de P. ostreatus
100% de palha de arroz (T1), substrato mais utilizado no Nepal para a producao do
cogumelo. Em adicdo, avaliaram alguns residuos disponiveis na regido nas
seguintes formulagdes: 50% de palha de arroz + 50% de palha de trigo (T2), 50% de
palha de arroz + 50% de jornal (T3), 100% de bagaco de cana de acucar (T4) e
100% de serragem de Alder (Alnus nepalensis) (T5). Os tratamentos foram
suplementados com 10% de farelo de arroz, com excec¢éo do grupo controle. Como
resultado, a melhor eficiéncia biolégica ocorreu no grupo controle com 95,46%,

seguido pelos tratamentos 2 e 3, 0s quais ndo diferiram estatisticamente, com 77,32
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e 74,89%, respectivamente, e por ultimo, os tratamentos 4 e 5, os quais também nao

diferiram estatisticamente, com 67,04 e 61,96%, respectivamente.

Fernandes et al. (2014) realizaram o cultivo de P. ostreatus em trés
tratamentos a base de papéis rascunhos j& utilizados anteriormente (100% de
papéis em branco (T1l) e 100% de papéis impressos (T2)), como forma de
reciclagem destes residuos. Concluiram que os cogumelos produzidos a partir dos
residuos apresentam caracteristicas quimicas e nutricionais similares em relacéo
aos cogumelos do cultivo convencional (100% de palha de aveia, neste caso, (T3)),

podendo ser utilizados na produgéo comercial do cogumelo.

Marlina, et al. (2015) verificaram o desenvolvimento e a produtividade do
‘cogumelo ostra” em substratos a base de cachos vazios de frutos do dendezeiro,
com o objetivo de dar uma alternativa para este residuo, o qual € produzido em altas
guantidades pelas industrias de Oleos de palma na Indonésia. Propuseram quatro
tratamentos com as formulacdes: (T1 - 85% de serragem + 15% de farelo de arroz,
grupo controle; T2 - 75% de cachos vazios do dendezeiro + 25% de farelo de arroz;
T3 - 85% de cachos vazios do dendezeiro + 15% de farelo de arroz e T4 — 95% de
cachos vazios do dendezeiro + 5% de farelo de arroz). Como resultado, os
substratos com o residuo obtiveram melhores produtividades em relacdo ao
substrato controle, com o seguinte rendimento no final da produgéo T1 - 95,9g; T2 -
392,8¢g; T3 -398,13g e T4 - 436,64.

Vieira e Andrade (2016) testaram diferentes formulagbes no cultivo de P.,
ostreatus a partir de Brachiaria decumbens (T1), palha de cana de acucar (T2),
Brachiaria brizantha (T3) e palha de trigo (T4). Adicionaram bagaco de cana de
acucar, com e sem suplementacao de farelo de trigo para obterem taxa de relacéo
C/N de 60:1 e os ndo suplementados com relagcdo C/N de 90/1. Os tratamentos nao
suplementados (C/N - 90:1) obtiveram a maior média de eficiéncia biolégica no T2
(84,92%), sendo que, os demais ndo diferem estatisticamente. Com relagcdo aos
tratamentos suplementados (C/N — 60:1), a maior eficiéncia biolégica encontra-se no
T3 (123,9%) e a menor encontra-se no T4 (65,57%), os tratamentos 1 e 2 néo
diferem do T3 e T4. Os autores concluem que os tratamentos suplementados

aumentam o rendimento e eficiéncia bioldgica dos cogumelos.
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Masevhe et al. (2016) avaliaram na Africa do Sul, a producéo de massa fresca
do cogumelo ostra em substratos a base de palhas de graminea (T2) e raspas de
madeira (T3), como substituicdo ao substrato convencional utilizado, palha de trigo
(T1). A massa fresca foi obtida através da soma dos pesos dos basidiomas em cada
tratamento, obtendo como resultado T1 (4113g), T2 (3944q) e T3 (361g). Os autores
concluem que apenas o tratamento 2, palhas de graminea, é eficiente e pode ser

substituir a palha de trigo no cultivo de P. ostreatus.

Khan et al. (2017) testaram residuos do algodoeiro, cultivo comum na Asia,
em trés tratamentos distintos: 95% do residuo + 5% de farelo de trigo, 95% do
residuo + farelo de arroz e 95% do residuo + 5% de farinha de gréo de bico e 100%
do residuo de algodoeiro. A eficiéncia biolégica foi calculada e obteve como
resultado 46.33, 37, 32,33 e 30% respectivamente, sendo a melhor suplementacéo

encontrada no farelo de trigo.

Atila (2017) avaliaram a producdo do “cogumelo ostra” em cinco tratamentos
a base de palha de gréo-de-bico, substrato controle sem suplementacdo (T1),
suplementada com 20% dos seguintes residuos abundantes na Turquia: cascas de
sementes de algoddo (T2), extratos de azeitona (T3), extratos de sementes de
girassol (T4) e agucar extraido de beterrabas (T5), obtendo eficiéncia biologica de
68,3, 99,8, 76,5, 93,1, 55,3%, respectivamente. Concluiram que com excecdo do
residuo acucar extraido de beterrabas, os demais podem ser utilizados como fontes

de suplementacao para a producéo do cogumelo.

Martins et al. (2018) utilizaram bagaco de cana de acUcar e serragem de
eucalipto (1:1) no cultivo de P. ostreatus, verificando a possibilidade de utilizar
sobras de alimentos nas proporc¢des de 0% (T1); 5% (T2); 10% (T3); 15% (T4) e
20% (T5), em substituicdo ao farelo de trigo. Calcularam a massa de basidiomas
frescos de cada tratamento e obtiveram os seguintes resultados: T1 (333,6qg); T2
(274,69); T3 (217,99); T4 (128,9g) e T5 (113,8g). Concluiram que quanto maior for a
quantidade do composto de sobra de alimentos no substrato, menor € a

produtividade, ndo sendo suplementos eficientes para a producéao do cogumelo.

Yamauchi et al. (2019) cultivaram o cogumelo ostra em serragem de bambu
mossO, fermentada durante dois meses, com o acréscimo de fontes nutricionais.

Concluiram que o substrato pode substituir 0 convencional, serragem de conifera,



32

neste caso, nao alterando as composicées minerais dos basidiomas e possuindo

maior quantidade de aminoacidos livres em relagdo ao grupo controle.

Silva et al. (2019) utilizaram residuos do cogumelo Lentinula edodes como
substituicdo ao farelo de soja para a producdo de P. ostreatus, nas proporgoes (0, 5,
10, 15 e 20%). Concluiram que a eficiéncia biolégica no grupo controle, com 20% de
farelo se soja e 0% do residuo de cogumelos obteve a média mais alta (20,1%).
Assim, os substratos suplementados com a pés colheita do cogumelo L. edodes nao

foram eficientes na producéo de P. ostreatus.
Casca de eucalipto

O género Eucalyptus foi originado na Australia, sendo introduzido no Brasil no
século XIX. Devido as favoraveis caracteristicas edafoclimaticas ao desenvolvimento
do eucalipto no Brasil, a importancia econémica e social vem aumentando desde o
século passado (SANTAROSA et al., 2014). Estima-se que a producédo de eucalipto
no Brasil € de aproximadamente 7,4 milhdes de hectares, representando 37% da
produgdo mundial (ELLI et al., 2019). Muitos estudos tém sido realizados para
verificacdo do potencial produtivo das florestas brasileiras na producao de eucalipto,
entretanto, sabe-se que do ano de 1970 até 2015 a produtividade teve um aumento
de 4 vezes mais (BINKLEY et al., 2017).

Dentre as principais utilizacdes do eucalipto, destacam-se a producédo de
energia, madeira, celulose e papel, chapas de fibras ou particulas e laminas e
compensados (SANTAROSA et al., 2014).

Na producédo de energia, destaca-se 0 uso de cascas de eucalipto através da
carbonizacdo e queima para a producdo de carvdo vegetal, principalmente para
induUstrias siderurgicas e uso residencial urbano e rural (JUIZO et al.,, 2017). Em
contrapartida, a casca de eucalipto representa 8% da biomassa da arvore, contendo
um namero expressivo de nutrientes que se mantém retidos por dentro da casca,
sendo, 18% de N, 19% de P, 21% de K, 60% de Ca e 48% de Mg (MARTINS et al.,
2019). Isto € um exemplo de que os nutrientes contidos na casca de eucalipto
podem ser melhor aproveitados de outras formas que n&o a queima, como por

exemplo, o cultivo de cogumelos.
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Como ja mencionado anteriormente (item 2.3), Luz et al. (2012) utilizaram
substratos para o cultivo de duas linhagens de P. ostreatus a partir de cascas de
café, serragem de eucalipto e cascas de eucalipto. Os tratamentos a base de casca
de eucalipto obtiveram altas eficiéncias biolégicas com aproximadamente 80 e 90%

de eficiéncia biolégica, sendo eficientes na producdo do cogumelo.

Da Luz et al. (2013) avaliaram a producdo de P. ostreatus em cascas de
eucalipto e residuos de biodisel produzido a partir da planta Jatropha curcas, sendo,
somente o residuo (T1); residuo + 10 (g/100g) de serragem de eucalipto (T2),
residuo + 10 (g/100g) de casca de eucalipto (T3) e residuo + 30 (g/100g) de cascas
de café + 30 (g/100g) de farelo de arroz (T4), para balancear a taxa de carbono e
nitrogénio. A maior eficiéncia biolégica (~110%) foi encontrada com 33 dias de
producdo, no tratamento 3, a base do residuo + casca de eucalipto, diferindo do

grupo controle (T1) com ~40% de eficiéncia biologica.
Composto exaurido

Embora a tecnologia de cultivo de cogumelos seja ambientalmente
sustentavel, a producdo gera grandes volumes de residuos organicos, 0s quais sao
chamados de composto exaurido de cogumelos (ATILA, 2017). Este residuo
organico contém micélio de cogumelos e altos niveis de nutrientes residuais, tais
como nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) (MENG et al., 2018).

De acordo com Grimm e Wosten (2018) a producdo de cogumelos esta
crescendo cada vez mais, e consequentemente, a producédo de composto exaurido
também, podendo exceder a quantia de 1 trilhdo de quilogramas por ano. Os autores
também acreditam que o composto exaurido pode ser utilizado de forma circular
através da extracdo enzimatica, produgédo de mais um ou dois ciclos de cogumelos,

fertilizante, producéo de alimentos e producdo de biocombustivel.

Zhu et al. (2013) pontua que a maioria do composto exaurido produzido a
partir do cultivo de cogumelos é queimado para a producao de energia, o0 que ndo é
econdmico e muito menos ecologicamente correto. Entretanto, este composto tem
sido avaliado para mais fluxos de producéo de cogumelos (GIMENEZ e GONZALES,
2009; FAVARA et al., 2014; ASRAFHI et al., 2014 e SIQUEIRA et al., 2016).
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Giménez e Gonzales (2009) avaliaram o cultivo de P. ostreatus em misturas
de composto exaurido de P. ostreatus e composto exaurido de Agaricus bisporus e
obtiveram bons resultados de produtividades nas proporcdes de (9:1) e (8:2), com
produtividades de 36,0 e 39,7 kg/100kg de substrato, respectivamente.

De acordo com Favara et al. (2014) o composto exaurido do cogumelo
Agaricus blazei € considerado como um substrato viavel para utilizacdo na producéo
de novos ciclos de cultivo, tendo em vista que ndo houve diferenca entre a massa,
numero de cogumelos e eficiéncia bioldgica, bem como, a composicédo nutricional
dos cogumelos produzidos, destacando-se a eficiéncia biolégica com 47,56% no
substrato tradicional (bagaco de cana e Brachiaria) e 43,37% no composto exaurido.

Asrafhi et al. (2014) avaliaram a eficiéncia bioloégica de P. ostreatus em
diversas proporcdes de serragem e composto exaurido de cogumelos com ou sem
suplementacdo de farelo de trigo. Concluiram que a melhor eficiéncia biologica
(107,5%) encontra-se no substrato a base de 60% de serragem, 20% de composto
exaurido e 20% de farelo de trigo, sendo eficiente para a produgéo do cogumelo.

Siqueira et al. (2016) avaliaram a producdo de P. ostreatus em composto
exaurido de P. ostreatus e concluiram que o uso do residuo é viavel até a quantia de
26%, combinado de forma suplementar com o substrato tradicional (palha de cana
de acuUcar, neste caso), ndo alterando a produtividade e valor nutricional dos

cogumelos.
Serragem de peroba do Norte

A peroba do Norte, cientificamente conhecida como Goupia glabra, familia
Goupiaceae, possui também outros nomes populares, tais como, cupiuba no estado
do Para, cutiiba no Maranhao, bragantina, perobinha, dentre outros. (GURGEL et
al., 2015). A espécie destaca-se por seu forte potencial de aplicacdo devido a ser
facilmente trabalhada (SALES et al., 2011).

No Brasil, a arvore de Goupia glabra ocorre principalmente na regido
amazonica dos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para e Rondbnia a também, no
estado do Mato Grosso (SALES et al., 2011).
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Algumas das utilizacbes da madeira de Goupia glabra podem ser na
construcéo civil (fabricacdo de vigas, caibros, tabuas, portas e janelas, entre outros),
na industria moveleira, na producdo de corantes e cosméticos (GURGEL et al.,
2015). Outra utilizacdo da madeira de Goupia glabra foi na producéo de carvéo
vegetal através da carbonizacdo, o qual demonstrou boas propriedades fisicas e

quimicas, sendo indicado como fonte de energia (NUMAZAWA, 1990).

Atividade enzimatica de fungos de podridéo branca

Os fungos séo capazes de esgotar os nutrientes de um meio devido a
degradacdo dos mesmos pela producdo de diversas enzimas, dentre estas, as
ligninoliticas, que fazem parte dos processos metabdlicos secundarios (KAMITSUJI
et al., 2004).

Um dos grupos de fungos mais eficientes na degradacao de material organico
vegetal pertence aos Basidiomicetos, sendo caracterizado como fungos de podridédo
branca, os quais sdo capazes de degradar os trés componentes lignoceluldsicos,
sendo estes, celulose, hemicelulose e lignina (CORREIA, et al., 2011).

Para a degradacdo da complexa estrutura da parede celular vegetal, é
necessario que os fungos produzam uma série de enzimas extracelulares oxidativas
ou hidroliticas (HILDEN e MAKELA, 2018).

Enzimas extracelulares oxidativas ndo especificas sdo altamente necessarias
na degradacdo da estrutura irregular dos polimeros aromaticos da lignina, sendo
estas, chamadas peroxidases modificadoras de lignina, exclusivamente encontradas
em fungos de podriddo branca. Estas enzimas sdo hemiperoxidases e requerem
H202 como um oxidante, sendo conhecidas por: Lignina Peroxidase (LiP), Manganés
Peroxidase (MnP) e Versatil Peroxidase (VP) (MAKELA, et al., 2014).

Lacase

As lacases - Lac — (EC 1.10.3.2) sao oxidases extracelulares produzidas por
guase todos os basidiomicetos degradadores de material lignocelulésico (CORREIA
et al., 2011).

A producdo de lacase por fungos é influenciada pelas condi¢gbes de cultivo,
como, natureza e concentragdo de carbono e nitrogénio, composi¢cdo do meio de
cultura, pH, temperatura, entre outros (EDAE e ALEMU, 2017).
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A temperatura é considerada um fator crucial para o crescimento de micro-
organismos, influenciando em seu metabolismo, e consequentemente, a producéo

de biomassa micelial, proteinas e de lacase (EDAE e ALEMU, 2017).
Manganés Peroxidase

As Manganés Peroxidases — MnP - (EC 1.11.1.13) sdo enzimas ligninoliticas
extracelulares produzidas por fungos de podriddo branca. As MnP’s junto com as
Lacs e as LiP’'s tém papel ativo no processo de despolimerizagdo da lignina
(SALAME et al., 2013).

Sdo enzimas dependentes de Manganés, apresentando um potencial

oxidativo que separa elétrons de estrutura fenolicas (CORREIA et al., 2011).
Versétil Peroxidase

As Versatil Peroxidases — VP - (EC 1.11.1.16), sdo enzimas pertencentes a
classe das peroxidases, sendo secretadas por muitos fungos do grupo dos
Basidiomicetos. Estas enzimas ndo sdo especificas para Manganés (ll) como as
Manganés peroxidases, porém, podem oxidar compostos tipicos de Lignina

peroxidases na auséncia de manganés (CORREIA et al, 2011).

Segundo Kamitsuji et al. (2004), a versatil peroxidase se classifica como uma

isozima de Manganés peroxidase, sendo uma enzima hibrida do tipo MnP e LiP.
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CAPITULO 1 - PRODUCAO DO COGUMELO Pleurotus ostreatus EM
SUBSTRATOS A PARTIR DE RESIDUOS ORGANICOS

1.1 INTRODUCAO

Os cogumelos séo reconhecidos como um dos mais importantes suplementos
alimentares devido ao seu papel consideravel na saude humana, como fonte
nutricional (vitaminas, sais minerais, proteinas, aminoacidos), através de seus
compostos bioativos (polissacarideos, fibras, terpenos, polifendis, entre outros), e
também por seus aspectos medicinais (propriedades antitumorais, antidiabéticas,
antimicrobianas, dentre outras) (GANESAN e XU, 2018). Além destes aspectos, 0s
cogumelos também se destacam nutricionalmente devido a serem a Unica fonte de
alimento n&o animal que fornece vitamina D, o que os torna altamente relevantes em
dietas vegetarianas (VALVERDE, 2015), considerando que  existam
aproximadamente 1,5 bilh6es de pessoas no mundo que optam por seguirem dietas
vegetarianas (NESLEK e FORESTEL, 2020).

Os cogumelos geram impacto global na qualidade da saude, alimentacéao,
meio-ambiente, crescimento econémico e mudangas sociais, gerando renda e
oportunidades de empregos, principalmente em areas rurais de paises em
desenvolvimento (CHANG e WASSER, 2017).

O cultivo comercial dos cogumelos essencialmente transforma residuos
agricolas em um alimento Unico e altamente nutritivo, sendo uma forma
economicamente viavel e vantajosa para obtencdo de proteinas, necessitando de
pouco espaco de terra, clima temperado, umidade alta e residuos de materiais
organicos (DEGREEF et al., 2016).

Os materiais organicos dos quais os cogumelos obtém sua nutricAo séo
chamados de substratos (CHANG e WASSER, 2017), os quais séo degradados pelo
fungo, sendo esta, uma maneira muito Gtil para eliminar residuos agricolas do meio
ambiente, que podem ser altamente toxicos e prejudiciais ao meio ambiente quando
nao descartados de forma correta (CARVALHO et al., 2012). Os cogumelos podem
ser cultivados em dois sistemas de cultivo, sendo estes, sistema axénico, quando o

substrato € esterilizado e mantido em condi¢cdes assépticas até a total colonizacao
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do mesmo pelo fungo, ou pelo sistema ndo axénico, quando o substrato de cultivo

passa por compostagem curta seguida de pasteurizacao (EIRA, 2000).

Devido a urbanizacdo, uma alta quantidade de residuos organicos €
produzida por todo o mundo, frente as atividades humanas, agricolas, industriais e
municipais (PATCHAYE et al., 2018). De acordo com Hoornweg et al. (2013) é
previsto que até o final do ano de 2100 as taxas de geracdo de residuos sélidos

excederdo 11 milhdes de toneladas por dia, trés vezes mais do que a taxa atual.

A disposicéo de residuos no meio ambiente representa um custo consideravel
em termos de poluicdo e economia, existindo uma necessidade urgente de encontrar
uma maneira sustentavel de reutiliza-los ou elimina-los (APRUZZESE, 2017).
Quando se trata de residuos organicos, todos os tipos tém grande potencial para

serem reciclados de volta no sistema natural (PATCHAYE et al., 2019).

O cogumelo comestivel Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. € um fungo
saproéfita, o qual degrada a matéria vegetal em decomposicdo como forma de
alimento para o seu crescimento, desenvolvendo o corpo de frutificacdo, parte que €
consumida pelos seres humanos e também, por outros animais. E cultivado
convencionalmente através de Brachiaria spp., bagaco de cana ou serragem,
podendo ser suplementados com farelos, como por exemplo, farelo de trigo, a fim de
se obter um desenvolvimento satisfatério (BONONI et al., 1999). Ocupa o segundo
lugar dos cogumelos mais cultivados no mundo, com aproximadamente 19% da
producdo mundial. O cogumelo Lentinula edodes, conhecido popularmente como

Shiitake, ocupa o primeiro lugar com aproximadamente 22% (ROYSE, et al., 2017).

A serragem de eucalipto é considerada um residuo agroindustrial altamente
disponivel em diversas regifes do Brasil, porém, € muito utilizada para producéo de
energia através da formacao de briquetes (FELFLI, et al., 2011), a qual pode se
tornar escassa aos produtores de cogumelos em virtude de sua grande procura por

produtores de energia.

Tendo em vista que o fungo P. ostreatus é decompositor de matéria vegetal,
muitos residuos e descartes agroflorestais podem ser aproveitados para seu cultivo,
a fim de se obter um destino ecologicamente correto e, além disso, produzir

alimento. A adaptacéo do género Pleurotus spp. em diferentes residuos e descartes
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representa um dos principais métodos de bioconversdo de residuos agroindustriais

em produtos comestiveis com um alto valor nutricional (FERNANDES et al., 2015).

Embora os principios basicos para o cultivo de cogumelos em geral sejam
semelhantes, as abordagens praticas devem ser ajustadas de acordo com a espécie
a ser cultivada, as caracteristicas climéticas locais e aos materiais disponiveis para
producado de substrato (CHANG e WASSER, 2017), o que pode afetar o sistema de

producao.

Na regido de Botucatu/SP, encontram-se alguns residuos organicos
altamente disponiveis e abundantes, tais como: cascas de eucalipto, serragem de
peroba do Norte e composto exaurido de P. ostreatus. Atualmente, o aproveitamento
de residuos é uma tarefa nobre, visto que, diversos materiais nocivos ao meio
ambiente podem ser altamente toxicos quando descartados de forma direta. O
aproveitamento de residuos para a producao de alimentos torna-se uma tarefa mais
nobre ainda, principalmente quando se trata da producdo de alimentos altamente

nutritivos e benéficos a saude: os cogumelos.

Assim, espera-se que 0 aproveitamento destes residuos organicos, sejam
eficazes e garantam, no minimo, a equivaléncia na producédo de cogumelos de uma
matéria prima comumente utilizada no sistema axénico de producdo de cogumelos:

a serragem de eucalipto.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1. Gerais

Verificar a viabilidade do aproveitamento de residuos organicos: cascas de
eucalipto, serragem de peroba e composto exaurido, como substrato base para a

producéo de P. ostreatus em cultivo axénico.
1.2.2. Especificos

- Avaliar o crescimento micelial do P. ostreatus em meios de cultura a base das
formulacbes: 100%, 75%, 50% e 25% de cada residuo organico (cascas de
eucalipto, serragem de peroba e composto exaurido) combinados de forma
complementar com a serragem de eucalipto, comparando-os com 0 substrato

convencional (100% de serragem de eucalipto);
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- Analisar a produtividade de cogumelos através da eficiéncia biologica dos
tratamentos formulados a base de residuos orgéanicos (cascas de eucalipto,
serragem de peroba e composto exaurido), nas mesmas propor¢des e combinagdes
do item anterior, comparando-os com o0 substrato convencional (100% de serragem

de eucalipto);

- Caracterizar quimicamente os substratos [teor de nitrogénio (N), carbono (C), a
relacdo carbono/nitrogénio (C/N), o teor de umidade (%), de matéria organica (%) e

0 pH, antes e apds o cultivo do P. ostreatus.
1.3 MATERIAL E METODOS
1.3.1. Formulacéo dos tratamentos e delineamento experimental

Foram realizados dois experimentos (in vitro e em estufa climatizada) para a
avaliacdo do desempenho de cultivo do P. ostreatus, em substratos a base de
diferentes residuos organicos ndo convencionais (serragem de casca de eucalipto,
serragem de peroba e serragem de composto exaurido) nas proporgdes (100%,
75%, 50% e 25%), combinados de forma complementar com a serragem de
eucalipto (Tabela 1). Os substratos foram formulados tendo como controle a
serragem de eucalipto (100%), por ser uma matéria prima comumente utilizada na
produgdo axénica de P. ostreatus. No total, foram produzidos treze tipos de
substratos diferentes (Tabela 2). Todos os residuos foram obtidos na cidade de

Botucatu, SP, com alta disponibilidade e facilidade de captacéo.
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Formulacé&o (g), em base seca

Tratamentos

Serragem de
eucalipto

Composto
Exaurido de P.
ostreatus

Casca de
Eucalipto

Serragem de
peroba

1-100% Serragem de
Eucalipto (Controle)

8640

2 - 100% Composto
Exaurido

9648

3 -100% Casca de
Eucalipto

8136

4 - 25% Casca de Eucalipto
e 75% Serragem de
Eucalipto

6480

2034

5 - 50% Casca de Eucalipto
e 50% Serragem de
Eucalipto

4320

4068

6 - 75% Casca de Eucalipto
e 25% Serragem de
Eucalipto

2160

6102

7 - 25% Composto Exaurido
e 75% Serragem de
Eucalipto

6480

2412

8 - 50% Composto Exaurido
e 50% Serragem de
Eucalipto

4320

4824

9 - 75% Composto Exaurido
e 25% Serragem de
Eucalipto

2160

7236

10 - 100% Serragem de
Peroba do norte

8640

11 - 25% Serragem de
Peroba do norte e 75%
Serragem de Eucalipto

6480

2160

12 - 50% Serragem de
Peroba do norte e 50%
Serragem de Eucalipto

4320

4320

13 - 75% Serragem de
Peroba do norte e 25%
Serragem de Eucalipto

2160

6480

Para todos os tratamentos a umidade foi ajustada para 65%. Foram adicionados 2% de calcario

calcitico (180 g) e 20% de farelo de trigo (1944 g) em todos os tratamentos.

No Experimento 1, in vitro, avaliou-se o crescimento micelial do P. ostreatus

em meios de cultura preparados a base de extratos dos substratos formulados com

residuos organicos. No total foram 13 tratamentos (Meios de cultura preparados a

base dos 13 substratos formulados), em um delineamento experimental inteiramente

ao acaso. Para cada tratamento foram preparadas 10 repeti¢cdes (correspondendo a

uma placa de Petri contendo o meio de cultura). Assim, no total, foram 130 unidades

experimentais.
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No Experimento 2, em estufa climatizada, foi avaliado a eficiéncia biol6gica
destes substratos na producdo de cogumelos P. ostreatus, bem como sua
caracterizacdo quimica. No total foram 13 tratamentos (tipos de substratos) em um
delineamento experimental inteiramente ao acaso. Para cada tratamento foram
preparadas 10 repeticdes (correspondendo a pacotes de substrato de cultivo de

1kg). Assim, no total, foram 130 unidades experimentais.
1.3.2. Linhagem de Pleurotus ostreatus

A linhagem utilizada nesta pesquisa (Linhagem SB) foi doada pela empresa
Funghi & Flora, localizada na cidade de Valinhos, SP. Para producdo do meio de
cultura e posterior inoculacao, a linhagem utilizada foi mantida na forma micelial do
fungo (Figura 1). A linhagem SB foi escolhida devido a facilidade de se adaptar as

condi¢Bes climaticas da cidade de Botucatu, SP, e obter boa produtividade.

Figura 1 - Micélio de Pleurotus ostreatus, linhagem SB, obtido da empresa
Funghi & Flora — de Valinhos, SP

SN y - o A
NNy, rolos Viviany Vi ri},t/oté' 2019

Para a produgédo do Spawn (inoculo), a linhagem de P. ostreatus escolhida,
SB, foi previamente preparada em um substrato a base de graos de trigo, 0s quais
foram colonizados pelo fungo, formando uma massa flngica, conhecida como
Spawn (Figura 2), sendo posteriormente utilizada para a inoculacdo dos substratos

de cultivo.
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Figura 2 - Spawn de Pleurotus ostreatus, linhagem SB, em meio de graos de

trigo, obtido da empresa Funghi & Flora - de Valinhos, SP

ey et

Foto: Viviany Vi.riiato‘_,—.- 2019

1.3.3. Proveniéncia e preparo dos substratos

A empresa Eucatex, localizada na Rodovia Eduardo Zuccari, Km 12,
considerada uma das maiores empresas da industria moveleira do Brasil, forneceu
toda a casca de eucalipto para a pesquisa. Na empresa, apdés a colheita do
eucalipto, a casca bruta é retirada do tronco e picada, somando um total de 3 mil
toneladas por més!, o que ndo é aproveitado ou processado para outros fins.
Entretanto, diversas usinas de acucar e alcool utilizam este residuo para produgéo
de energia, buscando-o no local. A empresa Eucatex cobra apenas uma taxa

simbdlica pelo material disponivel para as usinas.

! Informacao fornecida pela empresa Eucatex.
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. Figura 3 - Cascas de eucalipto fornecidas pela empresa Eucatex — de
Botucatu, SP

A empresa Fungibras Industria e Comércio em Fungicultura Ltda., localizada
na Rua Lourdes Tonelli Basseto, niumero 30, Distrito Industrial 3, Botucatu, SP,
forneceu toda a serragem de eucalipto para a pesquisa (Figura 4). A empresa utiliza
a serragem de eucalipto como substrato base para a producao do cogumelo Shiitake
(Lentinula edodes), a qual é coletada de outras empresas que processam a madeira

do eucalipto na regiao.

Figura 4 - Serragem de eucalipto fornecida pela empresa Fungibras - de
Botucatu, SP

A empresa Reino Fungi, localizada na Estrada Elias Alves, s/n, Botucatu, SP,
produtora local de P. ostreatus, forneceu o composto exaurido (Figura 5) apdés trés

meses de producdo de cogumelos. O composto exaurido ndo € aproveitado pela
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empresa, sendo destinado a um produtor da vizinhanca que o utliza como

fertilizante de solo.

Figura 5 - Composto exaurido do cultivo de Pleurotus ostreatus fornecido pela

empresa Reino Fungi, Botucatu, SP

A empresa Murba Comércio Madeiras, localizada na cidade de Botucatu, SP,
Avenida Camilo Mazzoni, numero 1488, Vila Pinheiro Machado, contribuiu com a
doacéo da serragem de peroba do norte (Goupia glabra), (Figura 6). A serragem néo
€ aproveitada pela empresa, a qual conta com a busca semanal do material por
produtores de curtume ou por pessoas da regido que realizam compostagem

caseira.

Figura 6 - Serragem de peroba do Norte, fornecida pela empresa Madeireira
Murba - de Botucatu, SP
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Os substratos foram preparados no sitio Estancia Saad, localizado no
municipio de Pardinho, SP, localizacdo geografica 23°01'31.8"S 48°28'59.1"W,
proximo a cidade de Botucatu, SP. Os residuos foram misturados manualmente nas
proporcdes descritas em cada tratamento (Tabela 2) com auxilio de enxadas e a
umidificacdo foi feita com agua de poco artesiano, disponivel na propriedade
(Figuras 7, 8, 9 e 10).

Figura 7 - Preparo do substrato a base de composto exaurido, com insumos
antes (A) e ap6s a mistura (B)

Figura 8 - Preparo do substrato a base de casca de eucalipto, com insumos
antes (A) e ap6s a mistura (B)




47

Figura 9 - Preparo do substrato a base de serragem de peroba do Norte, com

insumos antes (A) e apos a mistura (B)

Figura 10 - Preparo do substrato a base de serragem de eucalipto, com
insumos antes (A) e ap6s a mistura (B)

Apbés o preparo dos substratos, estes foram acondicionados em sacos

transparentes de polipropileno (resistentes ao processo de esterilizacao)
previamente furados, para que na fase de producdo, favorecessem a saida de
cogumelos. Finalmente estes pacotes foram revestidos com mais um saco de
polipropileno, sendo este sem furos, para que, ao final do processo de esterilizacao,
0s substratos ndo fossem contaminados. Os substratos foram colocados até atingir a
massa de 1lkg por pacote (Figura 11). Também foram preparados dois pacotes
adicionais de cada tratamento, um para o preparo dos meios de cultura e outro para
a andlise quimica dos substratos.



48

Figura 11 - Pacote contendo substrato (A) e caixa trelicada utilizada para o

transporte dos pacotes (B)

77T

Em seguida, os pacotes foram levados para a autoclavagem, a qual durou 4
horas, a 121°C e 1 atmosfera de pressao, em duas etapas de 2 horas cada (LUZ et

al., 2012), com intervalo de 24 horas entre as esterilizacdes (Figura 11).

Figura 12 - Disposicao dos pacotes na autoclave

1.3.4. Andlise quimica dos substratos

Foram colhidas amostras ao acaso em varios pontos diferentes (“pool”) apds
o preparo de cada substrato (recém preparado), onde, apos a esterilizacdo, foram
analisadas duplicatas deste “pool” para cada tipo de substrato. Ja para o substrato
exaurido, foram escolhidos ao acaso trés pacotes de cada tratamento ao final do
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ciclo de cultivo, onde foram misturados manualmente (“pool”). Desta mistura, por
tratamento, foram retiradas duas duplicatas. Assim, no total, foram analisadas duas
amostras do substrato inicial (recém preparado) (Tabela 2) e duas amostras do
substrato final (substrato exaurido) por tratamento (Tabela 3).

Para as amostras (tanto do substrato inicial quanto do substrato final) foram
avaliados: teor de nitrogénio (N), carbono (C), a relacédo carbono/nitrogénio (C/N), a
porcentagem de umidade e matéria organica, bem como, o pH. Estas analises foram
feitas no Laboratorio de Andlise Quimica de Fertilizantes e Corretivos, pertencente
ao Departamento de Recursos Naturais — Ciéncia do Solo — FCA/UNESP, Botucatu,
SP, de acordo com a metodologia do MAPA (2014).

1.3.5. Experimento 1: Crescimento in vitro de Pleurotus ostreatus em meios de

cultura a base de residuos organicos
1.3.5.1. Preparo dos meios de cultura e inoculacao

Com os pacotes devidamente esterilizados, foram separadas as amostras de
substratos de todos os tratamentos para a producdo dos meios de cultura, os quais
foram produzidos no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Botucatu, SP. A metodologia baseia-se na producéo do
meio de cultura denominado substrato agar (SA), adaptado de Carvalho et al. 2013.
Previamente, 40g do substrato de cada tratamento foram fervidas durante quinze

minutos em 250mL de 4gua destilada (Figura 13).
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Figura 13 - Fervura do substrato em agua destilada para o preparo do meio de
cultura

Foto: Viviany Viriato — 2019

Apos a fervura, os meios foram coados utilizando uma peneira de malha fina,
juntamente com uma camada de algoddo para que os residuos maiores nao

ultrapassassem (Figura 14). Também foram adicionadas 5g de agar em cada
Erlenmeyer para endurecimento dos meios.

Figura 14 - Meio de cultura sendo vertido no frasco com peneira e algodao para
coagem

Em seguida, os frascos foram dispostos na autoclave (Figura 15) e foram
autoclavados durante 15 minutos a 121°C.
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Figura 15 - Frascos contendo meios de cultura na autoclave

Quando retirados da autoclave, os meios foram resfriados em temperatura
ambiente e vertidos em placas de Petri dentro de camara de fluxo, a qual foi
previamente esterilizada. Apés endurecimento dos meios de cultura, as placas foram
encaminhadas para estufa a 35°C como controle de esterilidade, onde
permaneceram por 48 horas. Caso houvesse o crescimento de algum microrganismo

nas placas o meio seria refeito, porém, ndo houve nenhum tipo de contaminacéao.

Para a inoculacdo nos meios de cultura, uma camara de fluxo foi previamente
esterilizada com alcool 70% e luz ultravioleta durante 20 minutos. A placa contendo
a linhagem SB de P. ostreatus foi utilizada para inocular os tratamentos (Tabela 2),
entretanto, utilizou-se um vazador para furar o meio de cultura solidificado e manter

um tamanho de indculo padronizado (Figura 16).
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Figura 16 - In6culos de Pleurotus ostreatus sendo padronizados (A) e prontos

para serem transferidos (B)

Foto: Vivias

Com os in6culos padronizados em tamanho, foram transferidos em contato
direto com o novo meio de cultura das novas placas, com o auxilio de uma alga de

platina esterilizada (Figura 17).

Figura 17 - Transferéncia do in6culo, com o auxilio da alca de platina (A), para

0S Novos meios experimentais (B)

Apbs a inoculacao as placas foram vedadas com papel filme e mantidas em
estufa a 25°C.

1.3.5.2 Avaliacédo do crescimento micelial

A avaliacdo do crescimento micelial foi feita diariamente por um periodo de
sete dias, periodo no qual, o P. ostreatus atingiu as extremidades da placa em pelo

menos um dos tratamentos. Foram feitos dois pontos com caneta para retroprojetor
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em quatro angulos: horizontal, vertical e nas diagonais. Foi feita uma intercalacéo de

cores diferentes para separar os dias e facilitar a medicao (Figura 18).

Figura 18 - Marcacédo do crescimento de Pleurotus ostreatus em cores

intercaladas, sendo o primeiro dia na cor preta e o segundo dia na cor

vermelha

As medicBes das marcas foram feitas através de um paquimetro digital. O
paquimetro foi posicionado em cima de cada placa de Petri para medir o diametro do

micélio em milimetros.
1.3.5.3. Anélise estatistica do crescimento micelial

Para a analise estatistica do crescimento micelial do fungo P. ostreatus, foi
ajustado um modelo linear generalizado com a distribuicdo gama e funcédo de
ligacdo logaritmica (Nelder e Wedderburn, 1972), tendo como fatores os tratamentos
(TLaT13).

A qualidade dos ajustes de todos o0s modelos lineares generalizados
ajustados foi feita através da analise de desvios (deviance), graficos dos residuos de
Pearson padronizados. Para comparacdes entre os tratamentos foi utilizado o teste
de Tukey-Kramer (Westfall, et al. 1999) do procedimento genmod do programa
estatistico SAS — Free Statistical Software, SAS University Edition.

1.3.6. Experimento 2: Producao de Pleurotus ostreatus em substratos a base de

residuos organicos

1.3.6.1. Producao de cogumelos
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Os pacotes para a producdo de cogumelos foram resfriados em temperatura
ambiente e transferidos para o Laboratério de apoio do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu, SP,

para inoculagéo do P. ostreatus.

A inoculagéo foi feita dentro da camara de fluxo previamente esterilizada
durante vinte minutos, contendo 0s materiais necessarios para a inoculacéo: luvas,

colheres, grampeadores e pacotes de substratos (Figura 19).

Figura 19 - Camara de fluxo laminar com materiais sob luz ultravioleta

A inoculacéo, a qual consiste na transferéncia do Spawn de P. ostreatus para
0s pacotes de substratos. Para isto, os pacotes foram abertos e o Spawn foi
colocado com o auxilio de uma colher esterilizada. Para padronizacdo da quantidade
de Spawn, utilizou-se 20 gramas por pacote (Figura 20). No total, foram inoculados

130 pacotes de substrato, sendo 10 pacotes por tratamento (Tabela 2).
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Figura 20 - Inoculacdo do substrato com Spawn, linhagem SB, de Pleurotus

ostreatus

) =

Roto: Viviany Viriato =20

Apés a inoculacdo, os pacotes de dentro foram fechados e grampeados
dentro da camara de fluxo, bem como os pacotes de fora (Figura 21).

Figura 21 - Fechamento dos pacotes (A) e grampeamento (B)

Foto: Viviags

Em seguida, os pacotes foram transferidos para uma sala de incubacdo com
temperatura controlada (25°C = 3°C) para colonizacdo do substrato, aonde
permaneceram por um periodo de quinze dias (até a completa colonizacdo do
substrato pelo P. ostreatus), sendo observados e fotografados diariamente (Figura
22).
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Figura 22 - Aspecto visual dos pacotes durante a incubacao: Tratamento 1 -
100% serragem de eucalipto (A); Tratamento 5 - 50% casca de eucalipto + 50%
serragem de eucalipto (B)

[ —
Trés dias apds a

inoculagao

Quinze dias apods a
inoculagao

27 Y

Apdés quinze dias na sala de incubacdo, os pacotes ja estavam totalmente
colonizados pelo P. ostreatus e foram levados para a estufa de producao, na qual
permaneceram por um total de setenta e cinco dias (Figura 23). Neste momento, o
pacote externo de polipropileno foi retirado, ficando apenas a embalagem interna, a

gual havia sido previamente furada para facilitar a saida dos cogumelos.
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Figura 23 - Distribuicdo dos pacotes de cultivo de Pleurotus ostreatus na estufa

de producéo

A estufa de producdao localiza-se no Sitio do Vale, na cidade de Botucatu, SP,
Estrada Elias Alves, Km 2,5, localizacdo geogréafica 22°52'52.7"S 48°24'31.0"W. A
estufa acomodou os pacotes, os quais foram dispostos aleatoriamente, com

temperatura a 25°C e aspersao de agua a cada 15 minutos.
1.3.6.2 Avaliacéo da producao de cogumelos

A produtividade de cogumelos foi expressa através da eficiéncia bioldgica
(EB), a qual representa o percentual de conversdo de substrato em biomassa

fungica (cogumelos), de acordo com a seguinte formula:

Massa fresca total de cogumelos

EB =

x 100 (1)

Massa seca do substrato inicial

1.3.6.3. Anédlise estatistica da producédo de cogumelos

Para comparar a eficiéncia biolégica entre os tratamentos, os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de Tukey (5%)
(SNEDECOR e COCHRAN, 1972). Para isto, foi utilizado o Software R 3.6.2.

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Anédlise quimica do substrato
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Os resultados das analises quimicas dos treze substratos antes e apds o

cultivo de cogumelos estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 - Analise quimica inicial dos substratos antes da producao de

cogumelos. Erro padrao entre parénteses

N M.O. Cc.0. Umidade Rel. pH ao
Tratamentos

* 0 C/N natural

1-100% SerEu 0,23 25 50 71 60/1 53
(0,02) (0,41) 0) (0,5) (3/1) (0,24)

2 - 100% CompEXx 0,59 23 34 62 22/1 6,6
(0,01) (2,15) 0) ,7) 0) (0,07)

3 -100% CascaEu 0,28 31 49 64 60/1 4.8
0) (0,36) 0) (0,6) (3,5/1) (0,02)

4 - 25% CascaEu 0,36 30 50 66 46/1 5,2
(0,04) (1,41) 0) (1,5) (3,5/1) (0,03)

5 -50% CascaEu 0,37 31 49 65 46/1 54
(0,03) (0,99) 0) (1,32) (3/1) (0,05)

6 - 75% CascaEu 0,42 29 49 67 39/1 5,2
(0,03) (1,17) (0,3) (1,49) (/1) (0,28)

7 - 25% CompEXx 0,33 26 46 68 43/1 5,8
0) (1,30) 0) (1,58) (2,5/1) (0,26)

8 - 50% CompEx 0,42 25 42 67 33/1 6,0
(0,02) (1,16) (0,6) (1,09) (3/1) (0,04)

9 - 75% CompEXx 0,56 27 39 61 27/1 7.4
(0,01) (0,07) (0,8) (0,71) (/1) (1,07)

10 - 100% Peroba 0,31 37 51 59 67/1 6,0
(0,05) (1,17) 0) (1,28) (13/1) (0,13)

11 - 25% Peroba 0,33 33 51 63 56/1 6,1
(0,01) 1,17) 0) (1,17) 0) (0,17)

12 - 50% Peroba 0,23 32 51 64 76/1 6,0
©) (1,44) 0) (1,45) (4/1) (0,17)

13 - 75% Peroba 0,28 36 50 59 70/1 5,7
(9)] (2) (0,2 (2,44) (2,5/1) (0,01)

N= porcentagem de nitrogénio; MO= porcentagem de matéria organica; C= porcentagem de carbono;
C/N=rela¢éo entre carbono e nitrogénio. Média de duas repeticdes. 100% SerEu: 100% de serragem
de eucalipto; 100% CompEx: 100% de composto exaurido; 100% CascaEu: 100% de casca de
eucalipto; 25% CascaEu: 25% de casca de eucalipto + 75% de serragem de eucalipto; 50%
CascaEu: 50% de casca de eucalipto + 50% de serragem de eucalipto; 75% CascaEu: 75% de casca
de eucalipto + 25% de serragem de eucalipto; 25% CompEx: 25% de composto exaurido + 75% de
casca de eucalipto; 50% CompEx: 50% de composto exaurido + 50% de serragem de eucalipto; 75%
CompEx: 75% de casca de eucalipto + 25% de serragem de eucalipto; 100% Peroba: 100% de
serragem de peroba; 25% Peroba: 25% de serragem de peroba + 75% de serragem de eucalipto;
50Peroba: 50% de serragem de peroba + 50% de serragem de eucalipto; 75% Peroba: 75% de
serragem de peroba + 25% de serragem de eucalipto.
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Tabela 3 - Analise quimica final dos substratos apos a producao de cogumelos

T N M.O. C Umidade Rel. pH ao
ratamentos

* 0 C/N natural

1-100% SerEu 0,27 20 47 77 40/1 6,8
0) (0,31) (0,27) (0,23) (0,5/1) (1,04)

2 - 100% CompEXx 0,71 23 31 59 18/1 8,6
(0,01) (2,16) (3,33) (0,49) 1) (0,03)

3 - 100%CascaEu 0,38 39 44 50 57/1 5,7
(0,01) (1,70) (1,38) (0,59) Q) (0,04)

4 - 25% CascaEu 0,29 29 45 64 56/1 6,7
(0,02) (3,08) (0,55) (3,32) (10,5/1) (0,54)

5 -50% CascaEu 0,33 27 47 68 45/1 6,5
(0,02) (0,96) (2,22) (0,36) (5/1) (0,44)

6 - 75% CascaEu 0,30 34 52 63 63/1 6,6
(0,01) (1,26) (6,66) (3,37) 0) (0,17)

7 - 25% CompEXx 0,39 24 41 68 34/1 7,2
(0,02) (0,95) (0,27) (1,07) (3,5/1) (0,66)

8 - 50% CompEXx 0,50 15 32 75 16/1 7.9
(0,03) (0,10) (0,55) (0,24) (1,5/1) (0,14)

9 - 75% CompEx 0,66 24 35 62 20/1 8,6
(0,04) (1,84) (0,55) (3,53) 0) (0,19)

10 - 100% Peroba 0,30 52 52 62 66/1 6,9
(0,01) (1,5) Q) (0,73) (5,5/1) (0,27)

11 - 25% Peroba 0,36 48 48 65 46/1 6,4
0) 1) (0,5) (0,89) (0,5/1) (0,02)

12 - 50% Peroba 0,34 49 49 66 50/1 6,4
(0,08) (0,5) Q) (0,09) (13,5/1) (0,19)

13 - 75% Peroba 0,30 48 48 71 46/1 7,2
(0,01) (0,39) (0) (0,62) (2/11) (0,01)

N= porcentagem de nitrogénio; MO= porcentagem de matéria organica; C= porcentagem de carbono;
C/N= relagéo entre carbono e nitrogénio. Média de duas repetigcdes. 100% SerEu: 100% de serragem
de eucalipto; 100% CompEx: 100% de composto exaurido; 100% CascaEu: 100% de casca de
eucalipto; 25% CascaEu: 25% de casca de eucalipto + 75% de serragem de eucalipto; 50%
CascaEu: 50% de casca de eucalipto + 50% de serragem de eucalipto; 75% CascaEu: 75% de casca
de eucalipto + 25% de serragem de eucalipto; 25% CompEx: 25% de composto exaurido + 75% de
casca de eucalipto; 50% CompEx: 50% de composto exaurido + 50% de serragem de eucalipto; 75%
CompEx: 75% de casca de eucalipto + 25% de serragem de eucalipto; 100% Peroba: 100% de
serragem de peroba; 25% Peroba: 25% de serragem de peroba + 75% de serragem de eucalipto;
50Peroba: 50% de serragem de peroba + 50% de serragem de eucalipto; 75% Peroba: 75% de
serragem de peroba + 25% de serragem de eucalipto.

De acordo com os resultados da analise quimica inicial do substrato antes do
cultivo de cogumelos (Tabela 2), o teor de nitrogénio nos substratos a base de
composto exaurido aumenta conforme a concentracdo do composto aumenta. Nas
concentracbes do composto exaurido em 25, 50, 75 e 100%, obtiveram a
porcentagem de nitrogénio equivalente a 0,33, 0,42, 0,56 e 0,59, respectivamente.
Isto pode ser devido ao fato de que o composto exaurido apresenta residuos do

micélio do cogumelo P. ostreatus em sua composicdo. Isto pode ser confirmado por
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Grimm e Wosten (2018), no qual apontam que apos o cultivo de cogumelos, é
gerado, por via de regra, o composto exaurido seco (0 qual inclui o micélio
vegetativo residual do cogumelo) e cogumelos frescos, na proporgédo de 2:1,

respectivamente.

A composi¢do do composto exaurido esté relacionada com a composi¢do do
primeiro substrato de cultivo, além de, mudar durante o processo de cultivo de
cogumelos (ZHU et al., 2013). Isso também pode ser observado em relacdo ao teor
de nitrogénio, 0s quais eram nos tratamentos de composto exaurido nas
concentracbes (25, 50, 75 e 100%), 0,33, 0,42, 0,56 e 0,59%, respectivamente
(Tabela 2), antes da producdo de cogumelos e 0,39, 0,50, 0,66 e 0,71%,

respectivamente, ao final da producédo de cogumelos (Tabela 3).

Os cogumelos requerem fontes de carbono, nitrogénio e outros compostos
inorganicos como fonte nutricional, entretanto, o cogumelo P. ostreatus requer
menos nitrogénio e mais fontes de carbono (SHARMA et al., 2013). Isto também
pode explicar o fato de que os tratamentos a base de composto exaurido nas
concentracfes (25, 50, 75 e 100% do composto) obtiveram as menores ralacdes
C/N em relacdo aos demais tratamentos, sendo, 43/1, 33/1, 27/1 e 22/1,
respectivamente (Tabela 3). Em contrapartida, Martins et al. (2018) avaliaram a
eficiéncia biolégica de P. ostreatus em substratos com suplementacdo a base de
farelo de soja (convencional) e farelo de sobras de alimentos como possivel
suplemento biolégico em substituicdo ao tradicional. Concluiram que quanto maior
for a concentracdo de sobras de alimentos, neste caso, 20%, maior é a relacédo C/N,
chegando na proporgéo de 95/1, o que torna um composto com teor de nitrogénio
extremamente baixo para o cultivo de P. ostreatus, ndo sendo eficientes na

producdo do cogumelo.

De acordo com Chang e Miles (2004), a taxa de umidade do substrato antes
da esterilizagdo para um desenvolvimento satisfatorio de Pleurotus spp. varia em
torno de 50 a 75%. A taxa de umidade dos substratos antes do cultivo de cogumelos
variou de 59 a 71% (Tabela 2), o que pode ser considerado adequado ao cultivo de

P. ostreatus.

O pH ao natural variou de 4,8 (encontrado no tratamento 3 - 100% de casca

de eucalipto) a 7,4 (encontrado no tratamento 9 - 75% composto exaurido + 25% de
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serragem de eucalipto) (Tabela 2), esta proximo aos encontrados por Chang e Milles
(2004), os quais propde que o pH ideal para o crescimento micelial de Pleurotus spp.

varia entre 5,5 a 6,5.

A relagdo C/N dos tratamentos diminuiram ao final do cultivo de cogumelos
possivelmente devido ao teor de nitrogénio ter aumentado (Tabelas 2 e 3), com
excecao dos tratamentos T4 e T6. O aumento do teor de nitrogénio apos o cultivo de
cogumelos também pode ser confirmado por Chang e Milles (2004), os quais
pontuam que o teor de nitrogénio durante a formacédo dos corpos de frutificacdo é
um pouco maior em relacdo ao teor de nitrogénio durante a colonizacdo do

substrato.
1.4.2. Crescimento micelial

Para efeito de visualizagdo do crescimento micelial do fungo nas placas de

Petri, foram tiradas fotos no sétimo e ultimo dia de avaliacdo (Figura 24).
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Figura 24 - Crescimento micelial da linhagem SB de Pleurotus ostreatus em treze

tipos de meio de cultura, apos sete dias de incubacéo a 25°C

Fonte: elaborado pela autora. Os tratamentos correspondem aos nimero: 1- 100% serragem de
eucalipto; 2- 100% de composto exaurido; 3- 100% de casca de eucalipto; 4- 25% de casca de
eucalipto + 75% de serragem de eucalipto; 5- 50% de casca de eucalipto + 50% de serragem de
eucalipto; 6- 75% de casca de eucalipto + 25% de serragem de eucalipto; 7- 25% de composto
exaurido + 75% de casca de eucalipto; 8- 50% de composto exaurido + 50% de serragem de
eucalipto; 9- 75% de casca de eucalipto + 25% de serragem de eucalipto; 10- 100% de serragem de
peroba; 11- 25% de serragem de peroba + 75% de serragem de eucalipto; 12- 50% de serragem de
peroba + 50% de serragem de eucalipto; 13- 75% de serragem de peroba + 25% de serragem de
eucalipto.

O diametro médio em milimetros do crescimento micelial ao longo dos sete
dias de incubacédo (Figura 25) foi obtido através das dez repeticdes contidas em
cada tratamento, sendo necesséaria a mostra do erro padrdo para visualizagdo da

variacao entre as repeticoes.
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Figura 25 - Crescimento micelial da linhagem SB de Pleurotus ostreatus nos

treze tratamentos, em meio de cultura, durante sete dias de incubacéao a 25°C
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Fonte: elaborado pela autora. O controle corresponde a 100% serragem de eucalipto; 100 CompEXx:
100% de composto exaurido; 100CascaEu: 100% de casca de eucalipto; 25CascaEu: 25% de casca
de eucalipto + 75% de serragem de eucalipto; 50CascaEu: 50% de casca de eucalipto + 50% de
serragem de eucalipto; 75CascaEu: 75% de casca de eucalipto + 25% de serragem de eucalipto;
25CompEXx: 25% de composto exaurido + 75% de casca de eucalipto; 50CompEx: 50% de composto
exaurido + 50% de serragem de eucalipto; 75CompEx: 75% de casca de eucalipto + 25% de
serragem de eucalipto; 100Peroba: 100% de serragem de peroba; 25Peroba: 25% de serragem de
peroba + 75% de serragem de eucalipto; 50Peroba: 50% de serragem de peroba + 50% de serragem
de eucalipto; 75Peroba: 75% de serragem de peroba + 25% de serragem de eucalipto.

Todos os tratamentos obtiveram crescimento progressivo ao longo do periodo
de sete dias, podendo ser observado um espacamento maior entre 0os pontos do
quinto ao sétimo dia, em relagdo aos dias iniciais. Isto também é observado no
trabalho de Carvalho et al. (2013), o qual avaliaram a producdo in vitro de P.
ostreatus em meios de cultura a base de residuos de bananeira, e observaram
crescimento progressivo ao longo de seis dias de avaliagdo e espagcamento maior

entre os pontos referentes ao quinto e sexto dia.

O crescimento progressivo ao longo do periodo de incubacdo e um maior
espacamento entre os pontos referentes aos ultimos dias de incubacdo também

podem ser observado no trabalho de Donini et al. (2005), o qual avaliou linhagens de
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Pleurotus sp. em substratos a base de residuos lignoceluldsicos (capim elefante,

palha de soja, cana de acucar e sabugo de milho).

O teste de Tukey-Kramer (5%), com ajuste para comparacdes mdultiplas, foi
realizado para as médias do ultimo dia de avaliacdo de crescimento, cujo resultado é
apresentado em boxplot (Figura 26). Os tratamentos estdo dispostos por ordem
decrescente, sendo representados através das médias e suas variacOes referentes

as dez repeticdes em cada tratamento.

Como todos os tratamentos tém concentracdes balanceadas com a serragem
de eucalipto, exceto aqueles que representam 100% do substrato, pode-se visualizar
através da Figura 26, que o tipo de substrato foi agrupado por cores, variando

somente a concentragao.
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Figura 26 - Diferenca do crescimento micelial de Pleurotus ostreatus entre os
treze tratamentos no sétimo dia de incubacéo, representada pelo teste de

Tukey-Kramer (5%) para comparacgdes multiplas
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de significAncia. As porcentagens

descritas na figura foram acrescidas de forma complementar com a serragem de eucalipto.

Os tratamentos com 100% de casca de eucalipto, 75% de composto exaurido
e 25% de composto exaurido obtiveram as médias mais altas, ndo diferindo entre si
estatisticamente, o que pode ter sido influenciado pelo tipo de substrato e sua
respectiva concentracao. Sobre isso, Carvalho et al. (2013), avaliaram o crescimento
micelial de P. ostreatus em quatro cultivares de bananeira no meio de cultura
substrato agar, e sugerem que, a velocidade de crescimento micelial € influenciada

pelas distintas composi¢cOes estruturais, nutricionais e minerais dos substratos, os



66

guais podem variar entre si no teor de nitrogénio, carbono, relacdo C/N e valor de
pH.

Eira (2004) pontua que uma boa relagdo C/N em cultivo axénico de P.
ostreatus varia entre 15/1 a 25/1. Entretanto, o substrato a base de 100% de
composto exaurido, o qual obteve relacdo C/N a 22/1, obteve o menor crescimento
micelial (Figura 26), possivelmente devido a alta composicdo de nitrogénio no
substrato (0,59%) (Tabela 2).

Por fim, os residuos orgéanicos testados para a producdo in vitro de P.
ostreatus, (serragem de peroba, composto exaurido de cogumelos e casca de
eucalipto), nas diferentes concentracdes (100, 75, 50 e 25%), combinados de forma
complementar com a serragem de eucalipto, mostraram-se eficientes no cultivo de
P. ostreatus, com excecdo de dois tratamentos: T5 (50% casca de eucalipto + 50%
serragem de eucalipto) e T2 (100% de composto exaurido), 0S quais possuem
crescimento micelial médio menor que o grupo controle (100% serragem de

eucalipto) (Figura 26).
1.4.3. Producéao de cogumelos

Ao longo dos setenta e cinco dias de producdo de cogumelos em estufa
climatizada, foram tiradas algumas fotos dos cogumelos (Figura 27).
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Figura 27 - Producédo de cogumelos de Pleurotus ostreatus ao longo dos setenta

e cinco dias de incubacédo em estufa climatizada.

O teste de Tukey (5%), com ajuste para comparacées multiplas, foi realizado
para diferenciacdo ou ndo da eficiéncia biolégica entre os treze tratamentos (Figura
28), 0os quais estao dispostos na figura por tipo de substrato, sendo representados
através das meédias da eficiéncia biolégica e suas variacbes referentes as dez

repeticbes em cada tratamento.

Como todos os tratamentos tém concentracdes balanceadas com a serragem
de eucalipto, exceto aqueles que representam 100% do substrato, pode-se visualizar
através da Figura 28, que o tipo de substrato foi agrupado por cores, variando

somente a concentracao.
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Figura 28 - Diferenca da eficiéncia bioldgica entre os treze tratamentos,

representada pelo teste de Tukey (5%).
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de significancia. As porcentagens

descritas na figura foram acrescidas de forma complementar com a serragem de eucalipto.

No grupo dos tratamentos com casca de eucalipto, representado pela cor
marrom, pode-se observar que os substratos nas quatro concentracdes (100, 75, 50
e 25%) do residuo nao diferem entre si e nem do grupo controle (Figura 28),
possuindo as médias marginais mais altas dentre os demais tratamentos, de
aproximadamente 75% de eficiéncia biolégica (Figura 28). Um resultado similar foi
encontrado no trabalho de Luz et al. (2012), no qual avaliaram a linhagem de P.
ostreatus (PLO 2) na formulacdo de 80% de casca de eucalipto e 20% de farelo de
arroz como suplemento, e verificaram a eficiéncia bioldgica em torno de 75%, sendo
esta, a média marginal mais alta dentre os demais tratamentos testados (cascas de

café e serragem).
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Os tratamentos com concentracbes de composto exaurido, o qual é
representado pela cor cinza, demonstram que quanto maior for a concentracdo do
composto menor é a média marginal da eficiéncia biolégica (Figura 28). A maior
média marginal dos substratos a base de composto exaurido € na concentracao de
25% do composto complementado com 75% de serragem de eucalipto, com
eficiéncia biolégica em torno de 75%. Este resultado € similar no trabalho de Ashrafi
et al. (2014), apresentando que nas concentr¢coes de 20% de composto exaurido de
cogumelos, 60% de serragem e 20% de farelo de trigo, obteve-se a maior eficiéncia
bioldgica (107,5%), em relacdo as demais formulacfes testadas. Outra semelhanca
verificada entre as duas pesquisas foi na relacdo C/N destes dois tratamentos, a

qual representa 35,7/1 para os autores e 34/1 neste trabalho (Tabela 3).

A cor rosa representa o grupo dos substratos a base de serragem de peroba
do Norte, o qual demonstra que quanto maior for a concentracao do residuo, menor
€ a média marginal da eficiéncia biologica. Entretanto, a concentracdo de peroba do
Norte nos substratos ndo influenciou no aumento da eficiéncia bioldgica, néo
havendo diferenca estatistica entre estes tratamentos, bem como, com o grupo
controle (Figura 28). Nao foram encontrados na literatura trabalhos de cultivo de
cogumelos em peroba do Norte (Goupia glabra), no entanto, os resultados indicam

gue este residuo pode ser utilizado como substrato alternativo a serragem de

eucalipto.

Figueir6 e Graciolli (2011) avaliaram a producdo de Pleurotus florida em
cultivo axénico em diversos residuos agricolas (palhas de arroz, feijao, trigo e sorgo,
folha de bananeira e sabugo de milho) e concluiram que as maiores produtividades
foram encontradas nos substratos com relagdo C/N em torno de 45/1. Isso pode ser
observado no presente trabalho, no qual as melhores produtividades de cogumelos
foram encontradas nos tratamentos a base de casca de eucalipto nas concentracdes
25, 50, 75 e 100% (Figura 28), os quais obtiveram relacédo C/N de 46/1, 46/1, 39/1 e

60/1, respectivamente (Tabela 2).

Por fim, os residuos organicos testados (serragem de peroba do Norte,
composto exaurido de cogumelos e casca de eucalipto) para a producdo de P.
ostreatus em estufa climatizada, nas diferentes concentragdes (100, 75, 50 e 25%),

mostraram-se eficientes no cultivo de P. ostreatus, com excecdo do tratamento 2
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(100% de composto exaurido), o qual possui eficiéncia biolégica menor que o grupo

controle (100% serragem de eucalipto).
1.5 CONCLUSAO

Os residuos organicos testados (serragem de peroba do Norte, composto
exaurido e casca de eucalipto) nas diferentes concentracdes (25, 50, 75 e 100%),
sendo combinados ou ndo com a serragem de eucalipto, podem ser aproveitados
para o crescimento micelial de P. ostreatus, em substituichdo ao substrato
convencional (a base de 100% serragem de eucalipto), com excecdo do composto
exaurido na sua forma integral (100%) e ao tratamento correspondente a 50%

serragem de eucalipto com 50% casca de eucalipto.

Para a producdo de cogumelos, os residuos testados também podem ser
utilizados nas diferentes concentracdes (25, 50, 75 e 100%), sendo combinados ou
nao com a serragem de eucalipto em substituicdo ao substrato convencional (a base
de 100% serragem de eucalipto), as quais obtiveram eficiéncia biologica iguais ao

grupo controle, com excec¢ao do composto exaurido na sua forma integral (100%).

A analise quimica dos substratos permitiu caracterizar a disponibilidade de
nitrogénio, matéria organica e carbono antes e depois do cultivo de cogumelos, bem
como, a taxa umidade, relacdo C/N e pH. Conclui-se com esta analise que quanto
maior for o teor de nitrogénio no substrato, consequentemente, menor a relacdo C/N

e menor eficiéncia biolégica.



71

REFERENCIAS

APRUZZESE, |I. et al. Biogas Production From Organic Wastes Of Paper and
Leather Industries. Journal of Biotechnology and Biochemistry, v. 3, n. 4, p. 8-14,
2017.

ASHRAFI, R. et al. Recycling of Spent Mushroom Substrate for the Production of
Oyster Mushroom. Research in Biotechnology, v. 5, n. 2, p. 13-21, 2014.

ATILA, F. Biodegradation of different agro-industrial wastes through the cultivation of
Pleurotus ostreatus (Jacq. ex. Fr) Kumm. Journal of Biological and Environmental
Science, v. 11 n. 31, p. 1-9, out. 2017.

BINKLEY, D. et al. The interactions of climate, spacing and genetics on clonal
Eucalyptus plantations across Brazil and Uruguay. Forest Ecology and
Management, v. 405, p. 271-283, dez. 2017.

BONONI, V. L. et al. Cultivo de Cogumelos Comestiveis. 2. ed. S&o Paulo: icone,
1999.

CARVALHO, C. S. M. et al. Applicability of the use of waste from diferente banana
cultivars for the cultivation of the oyster mushroom. Brazilian Journal of
Microbiology, Sao Paulo, v. 43, n.2, p. 819-826, 2012.

CARVALHO, C. S. M. et al. Cultivo in vitro de Pleurotus ostreatus em residuos de
bananeira. Ambiéncia, Guarapuava, v.9, n.3, p. 651-660, set./dez. 2013.

CHANG, S. T.; MILES, P. G. Mushrooms: Cultivation, Nutritional
Value Medicinal Effect and Environmental Impact. 2. ed. Boca Raton: CRC Press,
2004.

CHANG, S. T.; WASSER, S. P. The Cultivation and Environmental Impact of
Mushrooms. Oxford Research Encyclopedia of Environmental Science, Oxford,
p.1-38, mar. 2017. Disponivel em:
https://oxfordre.com/environmentalscience/view/10.1093/acrefore/9780199389414.0
01.0001/acrefore-9780199389414-e-231. Acesso em: 21 jan. 2020.

CORREIA, D. S. et al. Enzimas oxidativas microbianas envolvidas na biodegradacéo
da lignocelulose: producéao, caracteristicas bioquimicas e importancia biotecnologica.
Seropédica: Embrapa Agrobiologia, p. 34, 2011. ISSN: 1517-8498.


https://oxfordre.com/environmentalscience/view/10.1093/acrefore/9780199389414.001.0001/acrefore-9780199389414-e-231
https://oxfordre.com/environmentalscience/view/10.1093/acrefore/9780199389414.001.0001/acrefore-9780199389414-e-231

72

DA LUZ, J. M. R. et al. Production of edible mushroom and degradation of
antinutritional factors in jatropha biodiesel residues. LWT — Food Sciende and
Technology, v. 50, p. 575-580, 2013.

DEGREEF, J. et al. Wild edible mushrooms, a valuable resource for food security
and rural development in Burundi and Rwanda. Biotechnology, Agronomy, Society
and Environment, v. 20, n. 4, p. 441-452, 2016.

EASIN, M. N. et al. Mushroom Cultivation as a Small-Scale Family Enterprise for the
Alternative Income Generation in Rural Bangladesh. International Journal of
Agriculture, Forestry and Fisheries, v. 5, n. 1, p. 1-8, fev. 2017.

EDAE, T.; ALEMU, M. Selection and optimization of lignocellulosic substrate for

laccase production from Pleurotus species. International Journal of Biotechnology

and Molecular Biology Research, v. 8, n. 4, p. 38-48, 2017.

Eira A. F. Cultivo de cogumelos (compostagem, conducdo e ambiente). In: llI
REUNIAO ITINERANTE DE FITOSSANIDADE DO INSTITUTO BIOLOGICO, 2000,
Mogi das Cruzes. Anais [...] S8o Paulo: Instituto Bioldgico, 2000. p.71-81.

ELLI, E. F. et al. Assessing the growth gaps of Eucalyptus plantations in Brazil —
Magnitudes, causes and possible mitigation strategies. Forest Ecology and
Management, v. 451, n. 117464, set. 2019.

FAVARA, G. M. Use of spent compost in the cultivation of Agaricus blazei. African
Journal of Biotechnology, v.13, n. 31, p.3473-3480, ago. 2014.

FELFLI, F. F. et al. Biomass briquetting and its perspectives in Brazil. Biomass and
Bioenergy, v. 35, n. 1, p. 236-242, 2011.

FERNANDES, A. et al. Nutritional characterisation of Pleurotus ostreatus (Jacq. ex
Fr.) P. Kumm. produced using paper scraps as substrate. Food Chemistry, v. 169,
p. 396-400, 2015.

FIGUEIRO, G. G.; GRACIOLLI, L. A. Influéncia da composicdo quimica do substrato
no cultivo de Pleurotus florida. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 35, n. 5, p.
924-930, set./out. 2011.

GANESAN, K. e XU, B. Anti-Obesity Effects of Medicinal and Edible Mushrooms.
Molecules, v. 23, n. 11, p.1-26, nov. 2018.

GOMES, D. et al. Censo paulista de producdo de cogumelos comestiveis e
medicinais. Pesquisa e Tecnologia, v. 13, n. 1, p. 1-6, 2016.

GIMENEZ, P.; GONZALES, J. E. Elaboraciéon de nuevos sustratos para cultivo de

Pleurotus ostreatus (Jacqg.) P. Kumm. basados en sustratos degradados por el



73

cultivo de hongos. Informacion Técnica Econdmica Agraria, v. 105, n. 2, p.89-98,
20009.

GRIMM, D.; WOSTEN, H. A. B. Mushroom cultivation in the circular
economy. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 102, p. 7795-7803, jul.
2018.

GURGEL, E. S. et al. Conhecendo Espécie de Plantas da Amazodnia: Cupiuba:
(Goupia glabra Aubl. — Goupiaceae). Comunicado Técnico, Belém, v. 262, mar.
2015, 1. ed. Embrapa Amazdnia Oriental.

HOORNWEG, D.; BHADA-TATA, P.; KENNEDY, C. Environment: Waste production
must peak this century. Nature, v. 502, n. 7473, p.615-617, 2013.

HILDEN, K.; MAKELA, M. R. Role of Fungi in Wood Decay. In: Reference Module

in Life Sciences, Elsevier, 2018.

JUIZO, F. et al. Qualidade da casca e da madeira de nove espécies de Eucalipto
para producdo de carvdo vegetal. Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias,
Pernambuco, v. 12, n. 3, p. 386-390, 2017.

KAMITSUJI, H.; HONDA, Y.; WATANABE, T. et al. Production and induction of
manganese peroxidase isozymes in a white-rot fungus Pleurotus ostreatus. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 65, p. 287-294, 2004.

KAPAHI, M. Recent Advances in Cultivation of Edible Mushrooms. In: SINGH B. P.;
LALLAWMSANGA, C.; PASSARI, A. K. Biology of Macrofungi, Fungal Biology. 1.
ed. Springer, 2018. cap. 13, p. 265-286.

KHAN, N. A. et al. Role of various supplementary materials with cotton waste
substrate for production of Pleurotus ostreatus an oyster mushroom. Pakistan
Journal of Botany, v. 49, n. 5, p. 1911-1915, 2017.

KLEIN, D. R. et al. Aspectos gerais e silviculturais de Cordia americana,
Aspidosperma polyneuron, Toona ciliata e Khaya spp. Revista de Ciéncias
Agroveterinérias, Lages, v.15, n.2, p.155-164, 2016.



74

LUZ, J. M. R. et al. Lignocellulolytic enzyme production of Pleurotus ostreatus growth
in agroindustrial wastes. Brazilian Journal of Microbiology, Sdo Paulo, v. 43, n.
4, p. 1508-1515, 2012.

MAKELA, M. R.; HILDEN, K. S. e DE VRIES, R. P. Degradation and Modification of
Plant Biomass by Fungi. In: NOWROUSIAN, M. Fungal Genomics. The Mycota (A
Comprehensive Treatise on Fungi as Experimental Systems for Basic and Applied
Research), Berlin: Springer, 2014, cap. 8, p. 175-208.

MASEVHE, M. R.; SOUNDY, P & TAYLOR, N. J. Alternative substrates for cultivating
oyster mushrooms (Pleurotus ostreatus), South African Journal of Plant and Soil,
v. 33, n. 2, p. 97-103, 2016.

MARLINA, L.; SUKOTJO, S.; MARSUDI, S. Potential of Oil Palm Empty Fruit Bunch
(EFB) as Media for Oyster Mushroom, Pleurotus ostreatus Cultivation. Procedia
Chemistry, v.16, pp. 427-431, 2015.

MARTINS, O. G. et al. Sobra de alimentos como alternativa para a formulacdo de
novos substratos para o cultivo de Pleurotus ostreatus (Basidiomycota, Fungi).

Revista em Agronegocio e Meio Ambiente, Maringa, v. 11, n. 2, p. 505-518, 2018.

MARTINS, Thales G. V. et al. Nutrient accumulation in Eucalyptus bark at different
population densities. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental,
Campina Grande, v. 23, n. 1, p. 40-46, 2019.

MASRI, H. J. et al. The Edible Mushroom Pleurotus spp.: Il. Medicinal Values.
International Journal of Biotechnology for Wellness Industries. vol. 6, n. 1, p. 1-
11, 2017.

MENG, X. et al. Effect of pig manure on the chemical composition and microbial
diversity during co-composting with spent mushroom substrate and rice husks.

Bioresource Technology, v. 251, p. 22-30, 2018.

NELDER, J. A.; WEDDERBURN, R. W. Generalized linear models. Journal of the
Royal Statistical Society Series A, v. 135 n. 3, p. 370-384, 1972.

NESLEK, J. B; FORESTELL, C. A. Vegetarianism as a social identity. Current
Opinion in Food Science, v. 33, p. 45-51, 2020.



75

NUMAZAWA, S. Caracteristicas do carvao vegetal de cupiuba (Goupia glabra,
AUBL). FCAP: Informe Técnico, Belém, v. 15, 1990. Disponivel em:
repositorio.ufra.edu.br/jspui/handle/123456789/598.

PATCHAYE, M. et al. Microbial Management of Organic Waste in Agroecosystem. In:
PANPATTE, D. G. et al. Microorganisms for Green Revolution. Springer, 2018.
cap. 3, p. 45-73.

PISKA, K.; SULKOWSKA-ZIAJA, K.; MUSZYNSKA, B. Edible mushroom Pleurotus
ostreatus (Oyster mushroom) — its dietary significance and biological activity. Acta

Scientiarum Polonorum Hortorum Cultus, v. 16 n. 1, p. 151-161, 2017.

R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2013.

RIZKI, M.; TAMAI, Y. Effects of different nitrogen rich substrates and their
combination to the vyield performance of oyster mushroom (Pleurotus
ostreatus). World Journal of Microbiology Biotechnology, v. 27, p. 1695-1702,
2011.

ROYSE, D. J.; BAARS, J.; TAN, Q. Current Overview of Mushroom Production in the
World. In: ZIED, D. C.; PARDO-GIMENEZ, A. Edible and Medicinal Mushrooms:
Technology and Applications, John Wiley & Sons Ltd, 2017. cap. 2, p. 5-13.

SALES, A.; CANDIAN, M.; CARDIN, V. S. Evaluation of the mechanical properties of
Brazilian lumber (Goupia glabra) by nondestructive techniques. Construction and
Building Materials, v. 25, p. 1450-1454, 2011.

SALES-CAMPOS, C.; MINHONI, M. A. M.; ANDRADE, M. C. N. Produtividade de
Pleurotus ostreatus em residuos da amazénia. Interciencia, Caracas, v. 35, n. 3, p.
198-201, mar. 2010.

SANTAROSA, E. et al. Transferéncia de tecnologia florestal: cultivo de eucalipto
em propriedades rurais: diversificacdo da producdo e renda. Brasilia, DF:
Embrapa, p. 138, 2014.

SHARMA, S.; YADAYV, R. K. P.; POKHREL, C. P. Growth and Yield of Oyster
mushroom (Pleurotus ostreatus) on different substrates. Journal on New Biological
Reports, v. 2, n. 1, p. 3-5, fev. 2013.



76

SILVA, G. C. P. A. et al. Substratos suplementados com pds-colheita de Shiitake
como alternativa na producdo de Pleurotus ostreatus. Energia na Agricultura,
Botucatu, v. 34, n. 3, p. 447-454, 2019.

SIQUEIRA, O. A. P. A. et al. New substrates for the cultivation of Pleurotus ostreatus
using exhausted compost. African Journal of Agricultural Research, v.11, n. 26, p.
2295-2301, jun. 2016.

SNEDECOR, G. W. E.; COCHRAN, W. G. Statistical methods. 6th ed. Ames: lwoa
State University Press, 1972.

VALENCIA DE ITA, Ma. Angeles et al. Evaluation of Substrates in the
Elaboration of Secondary Inoculum for the Cultivation of Pleurotus
ostreatus. Journal of pure and Applied Microbiology, v.12, n. 2, p. 679-686,
2018.

VALVERDE, M. E.; HERNANDEZ-PEREZ, T., PAREDES-LOPEZ, O. Edible
Mushrooms: Improving Human Health and Promoting Quality Life. International
Journal of Microbiology, vol. 2015. p. 14, 2015.

VIEIRA, F. R.; DE ANDRADE, M. C. N. Optimization of substrate preparation for
oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) cultivation by studying different raw materials
and substrate preparation conditions (composting: phases | and II). World Journal

of Microbiology and Biotechnology, v. 32, n. 190, 2016.

WESTFALL, P. H. et al. Multiple Comparisons and Multiple Tests Using the SAS
System, Cary, NC: SAS Institute Inc. 1999.

YAMAUCHI, M. et al., Cultivation of oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) on
fermented moso bamboo sawdust. Journal of King Saud University, v. 31, n. 4, p.
490-494, 20109.

ZHU, H. et al. Combined alkali and acid pretreatment of spent mushroom substrate
for reducing sugar and biofertilizer production. Bioresource Technology, v. 136, p.
257-266, 2013.

ZIOBER, B. R.; ZANIRATO, H. S. Ac¢bes para a salvaguarda da biodiversidade na
construcéo da usina hidrelétrica Itaipu binacional. Ambiente e Sociedade. v.17, n.
1, p. 59-78, 2014.



77

CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DO PERFIL ENZIMATICO DE Pleurotus
ostreatus CULTIVADO NA PRESENCA DE SUBSTRATOS PREPARADOS A
PARTIR DE DIFERENTES RESIDUOS ORGANICOS

2.1 INTRODUCAO

Ha muitos anos a degradacao de polissacarideos vegetais por fungos é tema
de estudo devido a sua relevancia em muitas aplicagfes industriais, tais como, papel
e celulose, racdes, bebidas, téxteis e detergentes e a producdo de alimentos
(BENOIT et al., 2015).

Tendo em vista que na natureza os fungos degradadores de biomassa vivem
em conjunto com diversos outros micro-organismos, presume-se que especies
diferentes de fungos tenham como alvo componentes distintos do substrato e os
degradem usando combinacdes enzimaticas diferentes (BENOIT et al., 2015).

Sabe-se que os fungos de podriddo branca, como é o caso do Pleurotus
ostreatus, secretam enzimas que sao capazes de degradar lignina, pois secretam
oxidorredutases, tais como: lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase
(SINGH, 2013).

Neste contexto, este capitulo teve como objetivo caracterizar o perfil
enzimatico do fungo P. ostreatus quanto a sua capacidade de produzir Lacase,
Manganés Peroxidase e Versatil Peroxidase quando cultivados na presenca de
diferentes substratos preparados a partir de residuos organicos, como, serragem de
eucalipto, serragem de peroba, cascas de eucalipto e composto exaurido de P.

ostreatus.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Gerais

Caracterizar o perfil enzimatico de Pleurotus ostreatus quanto a Lacase,
Manganés Peroxidase e Versatil Peroxidase, em meios de cultivo a base de
residuos organicos, sendo estes, cascas de eucalipto, serragem de peroba e

composto exaurido
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2.2.2 Especificos

- Avaliar a concentracdo de proteinas em cada substrato para calcular a atividade

enzimatica especifica, através do coeficiente de extingdo molar.

- Avaliar a producao de Lacase, Manganés Peroxidase e Versatil Peroxidase atraves
dos substratos ABTS, Sulfato de Manganés e Reactive Black 5, respectivamente,
para verificagdo em qual dos dias de incubacéo (3, 6, 10, 13, 17 e 20 dias) houve a

maior producéo das enzimas.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Producao enzimética por Pleurotus ostreatus

Foram utilizados para a avaliacdo da producdo enziméatica produzidos treze
tipos de meios de cultivo diferentes, com dez repeticbes cada um, utilizando como
matéria prima os residuos: casca de eucalipto, serragem de peroba, serragem de
eucalipto e composto exaurido de cogumelos, previamente produzidos.

Os tratamentos foram formulados a partir de serragem de eucalipto, substrato
convencional na producdo axénica de P. ostreatus, intercalando-o com os residuos

agricolas nas seguintes proporcdes (Representadas na tabela 5):

Todos os tratamentos foram autoclavados a 121°C por um periodo de 4

horas.
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Tabela 4 - Formulacdes dos tratamentos em base seca.

Formulacé&o (g), em base seca

Composto
Exaurido de P.
ostreatus

Serragem de Casca de
eucalipto Eucalipto

Serragem de

Tratamentos
peroba

1-100% Serragem de

Eucalipto (Controle) 8640

2 - 100% Composto

Exaurido 9648

3 -100% Casca de

Eucalipto 8136

4 - 25% Casca de Eucalipto
e 75% Serragem de 6480 2034
Eucalipto

5 - 50% Casca de Eucalipto
e 50% Serragem de 4320 4068
Eucalipto

6 - 75% Casca de Eucalipto
e 25% Serragem de 2160 6102
Eucalipto

7 - 25% Composto Exaurido
e 75% Serragem de 6480 2412
Eucalipto

8 - 50% Composto Exaurido
e 50% Serragem de 4320 4824
Eucalipto

9 - 75% Composto Exaurido
e 25% Serragem de 2160 7236
Eucalipto

10 - 100% Serragem de

Peroba do norte 8640

11 - 25% Serragem de
Peroba do norte e 75% 6480 2160
Serragem de Eucalipto

12 - 50% Serragem de
Peroba do norte e 50% 4320 4320
Serragem de Eucalipto

13 - 75% Serragem de
Peroba do norte e 25% 2160 6480
Serragem de Eucalipto

Para todos os tratamentos a umidade foi ajustada para 65%. Foram adicionados 2% de calcério

calcitico (180 g) e 20% de farelo de trigo (1944 g) em todos os tratamentos.

2.3.2. Preparacao dos meios de cultivo

Os treze substratos de cultivo de cogumelos foram utlizados para o
crescimento do fungo P. ostreatus in vitro e avaliacdo da atividade enzimética de
Lacase, Manganés Peroxidase e Versatil Peroxidase no Department of Microbiology,

University of Helsinki, Finland.
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Para isto, 2g de cada um dos substratos foram vertidos em Erlenmeyers
(250mL) e misturados a 100mL do meio de cultura LN-AS (low-nitrogen asparagine-
succinate), conhecido como meio minimo. Foram autoclavados e posteriormente,
adicionados assepticamente 0,05 mL da solugcao de vitaminas do complexo B, que
pertence ao meio de cultura LN-AS.

Além disso, utilizou-se ainda um grupo controle baseado em 100ml do meio
LN-AS e 0,25mL de glicerol. Os frascos foram tampados e mantidos a temperatura
ambiente. Em paralelo, a linhagem SB, mesma linhagem utilizada para a producéo
de cogumelos, foi cultivada em placa de Petri no meio de cultura Agar Extrato de
Malte, a partir da qual foi padronizado o in6culo fungico, com auxilio de um vazador,
tendo sido inoculados 4 discos em cada um dos Erlenmeyers com os diferentes
tratamentos. Depois de inoculados, os frascos foram incubados a 28°C e mantidos
estaticamente em estufa microbiolégica.

A primeira coleta do extrato bruto para a quantificacdo das atividades
enziméticas foi realizada apés 3 dias de incubagdo, seguida por coletas
subsequentes ap6s 6, 10, 13, 17 e 20 dias, totalizando 6 amostragens para cada
substrato.

Esta coleta foi realizada assepticamente, retirando-se 1,5 mL de cada extrato
bruto através de pipetas e transferindo-se para tubos eppendorf, para centrifugacéo
durante 30 segundos, em temperatura ambiente, velocidade méaxima (16 000 rpm).

Depois de centrifugadas, as amostras foram aliquotadas em cinco tubos
eppendorf, contendo 300 uL cada. Estas, por sua vez, foram identificadas e
armazenadas a -20°C. Todas as atividades enzimaticas foram medidas no

equipamento laboratorial Tecan Infinite M200, apos o vigésimo dia de incubacéo.

2.3.3. Determinacao da atividade de Lacase

A atividade da enzima Lacase foi avaliada através da oxidacdo de 8uL do
substrato 2,2-azino-bis-etilbentiazoline (31.25 mM ABTS) a 420nm, diluido em 192
uL de tampdo 50mM de malonato de sddio, pH 4,5. Os extratos brutos foram
descongelados a baixa temperatura e foram pipetados 50 uL de cada em triplicatas
em placas de 96 orificios. As placas ndo foram incubadas antes da reacdo ser

medida.
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A atividade foi calculada através da formula:

AA, *V,,
A tot (2)

Activity =
d *V kAt x| xK

& product

De acordo com a atividade enzimatica, uma unidade ativa de lacase
correspondeu a quantidade de enzimas necessarias para oxidar 1 pmoL de

substrato por minuto.

2.3.4. Determinacdo da atividade de Manganés Peroxidase

A atividade enzimatica de Manganés Peroxidase foi avaliada através de 50 uL
do substrato 0,5mM de Sulfato de Manganés (MnSO4) em 270nm, 145 uL do
tampédo 50 mM de malonato de sédio, pH 4.5. O reagente utilizado foi 5uL de 5mM
de Peréxido de Hidrogénio (30%). Os extratos brutos foram descongelados em baixa
temperatura e foram pipetados 50 uL de cada em triplicatas, em placas de 96

orificios.

A atividade foi calculada através da féormula:
AA, *V

Activity = ot (3)

*V_ * At* | *K

gproduct

De acordo com a atividade enzimatica, uma unidade ativa de manganés
peroxidase correspondeu a quantidade de enzimas necessarias para oxidar 1 pmoL

de substrato por minuto.

2.3.5. Determinacgao da atividade de Versatil Peroxidase

A atividade enzimatica de Versatil Peroxidase foi avaliada através de 50 uL do
substrato Reactive Black 5 (solugdo Rb5+Mn), em 598nm, 5 uL de 2.5 mM de
peréxido de hidrogénio (30%), 140 uL do tampao 100mM de acido tartarico, pH 3.0.
Os extratos brutos foram descongelados em baixa temperatura e foram pipetados 50

uL de cada em triplicatas nas placas de 96 orificios.
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A atividade foi calculada através da férmula:
AA; *V

tot (4)

Activity =
4 *V kAt x| *k

gproduct

De acordo com a atividade enzimética, uma unidade ativa de versatil
peroxidase correspondeu a quantidade de enzimas necessarias para oxidar 1 pmoL
de substrato por minuto.

2.3.6. Concentracéao de proteina

Para a determinacdo da concentracdo de proteinas foi utilizado o kit BCA
Protein Assay (acido bicinconinico), de acordo com as orientacdes do fabricante: em
triplicatas nas placas de 96 orificios foram pipetados 25 uL de cada extrato bruto e
200 uL de BCA, as reacdes foram homogeneizadas por 30 segundos manualmente,
incubadas a 37°C, durante 30 minutos em estufa, resfriadas a temperatura ambiente
e medidas em 562nm.

Para avaliar a concentracdo de proteinas realizou-se a determinacao do
coeficiente de extingdo molar que foi baseada em uma curva padréo, a qual foi
confeccionada com uma solugcdo de albumina de soro bovino, diluida em
concentracfes entre 500 e 2500 ug/mL, respeitando a lei de Lambert-Beer, onde o
grafico da curva da absorbancia x concentragdo da amostra (umols/mL) foi tragado,
determinando o coeficiente angular. O coeficiente de extingdo molar (g) foi
determinado a partir da seguinte equacao: A= ¢.b.c, em que A= Absorbancia, €=
absortividade, b= caminho éptico (1 cm) e c= concentracdo. Como b= 1, obtivemos:
€= A+c, em que ¢ € dado por pmols. yL-1. cm-1.

ApoOs a determinacdo da concentracdo de proteinas foi possivel calcular a
atividade especifica das enzimas: lacase, manganés peroxidase e versatil
peroxidase, correlacionando-se a concentracdo de proteinas com a atividade

enziméatica.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. Lacase



83

Os graficos abaixo representam a atividade enzimatica de Lacase produzida
pelo P. ostreatus na presenca do composto exaurido (Figura 29), da casca de
eucalipto (Figura 30) e da serragem de peroba (Figura 31), no periodo no qual foi

realizada a amostragem, sendo este, 3, 6, 10, 13, 17 e 20 dias.

Figura 29 - Atividade de Lacase (nkat/mL) produzida pelo Pleurotus ostreatus na

presenca de composto exaurido

Composto exaurido

[ = N
00 N o o

Lacase [nkat/ml]

=

3 6 10 13 17 20

Dias de incubacio

e (Grupo controle

100% de composto exaurido
e 75% serragem de eucalipto + 25% de composto exaurido
e 50% de serragem de eucalipto + 50% de composto exaurido
e ) 5% de serragem de eucalipto + 75% de composto exaurido

Fonte: elaborado pela autora. O controle corresponde a 100% serragem de eucalipto;

Com relacdo aos tratamentos testados com extratos brutos a partir de
composto exaurido, todos tiveram a maior atividade enzimatica no décimo sétimo
dia, sendo, o tratamento correspondente a 75% de composto exaurido, no qual a
lacase apresentou atividade igual a 17,71 nkat/mL, seguido pelos tratamentos de
50% do composto, 25%, 100% e 0%, com atividades iguais a 16,62 nkat/mL,13,98
nkat/mL, 10,49 nkat/mL e 6,25 nkat/mL, respectivamente.
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Figura 30 - Atividade de Lacase (nkat/mL) produzida pelo Pleurotus ostreatus na

presenca da casca de eucalipto

, Casca de eucalipto

16

12

Lacase [nkat/mL]

3 6 10 13 17 20
Dias de incubacio

100% casca de eucalipto
e (Grupo controle
e 75% serragem de eucalipto + 25% casca de eucalipto
s 5,0% serragem de eucalipto + 50% casca de eucalipto
e ) 5% serragem de eucalipto + 75% casca de eucalipto

Fonte: elaborado pela autora. O controle corresponde a 100% serragem de eucalipto;

Para os tratamentos a base de casca de eucalipto, a maior média de atividade
enzimatica foi igual a 7,42 nkat/mL no tratamento com 50% da casca de eucalipto,
no 20° dia de incubacéo. Este tratamento manteve linha crescente até o ultimo dia
da incubacéo, diferentemente dos demais tratamentos, 0s quais atingiram atividade

maxima no décimo sétimo dia e diminuiram no ultimo dia de incubacéo.
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Figura 31 - Atividade de Lacase (nkat/mL) produzida pelo Pleurotus ostreatus na

presenca da serragem de peroba

Serragem de peroba

Lacase [nkat/ml]

—

3 6 10 13 17 20

Dias de incubacio

s (GrUpo controle
e 100% serragem de peroba
75% serragem de eucalipto + 25% serragem de peroba
50% serrgem de eucalipto + 50% serragem de peroba
e ) 5% serragem de eucalipto + 75% serragem de peroba

Fonte: elaborado pela autora. O controle corresponde a 100% serragem de eucalipto;

O grafico que representa a atividade da lacase nos substratos a partir de
serragem de peroba (Figura 31), sugere que os tratamentos tiveram atividades
similares ao longo do periodo de incubacao. O grupo controle atingiu a média mais

alta no décimo sétimo dia de incubacéo, sendo este, igual a 6,26 nkat/mL.

A andlise de dados permitiu verificar que a maior atividade enzimatica para
todos os tratamentos foi no décimo sétimo dia de producdo, com posterior
diminuicdo da mesma para a maioria dos tratamentos. Diferentemente do estudo de
Singh et al. (2013), que verificou atividade maxima de lacase produzida por P.
ostreatus igual a 436,6 U/mL no nono dia de produgédo. Edae e Alemu (2017)
avaliam a producado de lacase por P. ostreatus e concluiram que o periodo mais
produtivo para esta enzima foi no décimo dia, no qual a atividade atingiu 0,142
U/mL. Luz et al. (2012) também avaliaram a producdo de lacase para duas
linhagens de P. ostreatus e concluiram que o periodo de maior atividade enzimatica

para as duas linhagens foi no décimo dia.
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De acordo com Edae e Alemu (2017), ap0s o periodo de crescimento total do
P. ostreatus em meios de cultura lignocelulésicos para lacase, a atividade registrada
mostrou que aqueles que continham asparagina e alanina induziram maior producao
desta enzima, com uma atividade igual a 0,292 e 0,264 U/mL, respectivamente.
Assim, os autores concluiram que a asparagina e a alanina sédo potentes indutores,
sendo a asparagina, o melhor para o organismo de estudo. O meio minimo utilizado
neste estudo (LN-AS) é constituido por asparagina, podendo este, ser um fator que
possa ter contribuido para a alta producdo de lacase observada em todos os

tratamentos.

Os mesmos autores indicam através dos resultados de sua pesquisa que uma
temperatura de incubacao de 25, 28 e 30°C foi boa para a producdo de lacase,
sendo que, com 28°C observaram maior atividade (0,142 U/ml). Na presente
pesquisa, a temperatura utilizada na producao foi 28°C, sendo este, um fator que
também pode ter contribuido para a alta producdo da enzima. Em contrapartida,
Othman et al. (2014) avaliaram que a lacase produzida por P. ostreatus apresentou

atividade maxima em temperatura igual a 50°C.

Como dito anteriormente, o fator pH do meio de cultivo também influencia na
producédo de lacase. Neste trabalho, o pH foi ajustado para 4.5 no momento em que
0 meio de cultivo foi preparado, ndo sendo avaliado posteriormente. Edae e Alemu
(2017) avaliaram o efeito do pH na producédo de lacase por P. ostreatus, concluindo
gue a maior producédo (0,159 U/mL) foi encontrada no pH 5.5. Em contrapartida,
Othman et al. (2014) avaliaram a producédo de lacase por P. ostreatus e concluiram
gue o pH étimo para producéo da enzima foi igual a 3.0.

Com relacéo ao fator relacdo C/N, observou-se no presente estudo que 0s
tratamentos a base de composto exaurido, nos quais ocorreu maior producdo de
lacase, também apresentaram as menores relagdes C/N, com alta concentracdo de
nitrogénio. Kurt e Buyukalaca (2010) avaliaram a producdo enzimética de lacase por
P. ostreatus em residuos agricolas e concluiram que as maiores atividades
ocorreram nos tratamentos suplementados com farelo de trigo, os quais continham
as menores relagdes C/N, bem como, as maiores concentragbes de nitrogénio. A

mesma observagao ocorreu no trabalho de Luz et al. (2012), sugerindo que o0s
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tratamentos suplementados com farelo de arroz como fonte de nitrogénio,

aumentam a producao enzimatica de lacase no cultivo de P. ostreatus.
2.4.2. Manganés Peroxidase

N&do foi observada atividade enzimatica para manganés peroxidase em

nenhum dos tratamentos avaliados.

De acordo com Giardina et al. (2000), uma composicéo de lignina diferente,
bem como, teores de nitrogénio diferentes, podem estimular a producado de MnP de
maneiras diferentes no cultivo de P. ostreatus em serragem de madeira. Também
concluem que o aumento de Mn2+ no meio de cultura aumenta fortemente a

producdo de MnP durante a fermentacéo do estado solido.

Luz et al. (2012) observaram que a atividade enzimatica de manganés
peroxidase foi menor em relacdo a atividade enzimatica de lacase para P. ostreatus
em substratos a base de residuos agroindustriais, sendo estes, serragem, cascas de
café e cascas de eucalipto, suplementados com farelo de arroz. Entretanto, estes
autores comparam a atividade enzimatica de MnP entre duas linhagens de P.
ostreatus e concluiram que, independentemente do substrato, uma linhagem
produziu mais do que a outra, sugerindo que a variabilidade genética também é um

fator que pode influenciar na expresséo de enzimas lignoceluloliticas.

De acordo com Kamitsuji et al. (2004), a atividade maxima de MnP para P.
ostreatus em meios de cultura a base de glucose e extrato de levedura foi observada
no 30° dia de incubacdo. Além disso, a adicdo de peptona em um dos meios de
cultura avaliados pelo autor promoveu a producdo de MnP, bem como, o

crescimento micelial.

Entretanto, os meios de cultura avaliados neste estudo a base de diferentes
substratos organicos (composto exaurido, serragem de peroba e casca de eucalipto)
podem néo ter estimulado a producdo de MnP devido as condicbes a que foram

avaliados, sendo estas, pH, teor de nitrogénio, temperatura e tempo de incubacao.
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2.4.3. Versatil Peroxidase

Assim como para a manganés peroxidase, também ndo houve producéao de
versatil peroxidase em nenhum dos tratamentos avaliados, podendo este fato

ocorrer devido a esta ser uma enzima dependente de MnP.
2.5 CONCLUSAO

Os meios de cultura a base de composto exaurido atingiram as médias mais
altas de atividade enzimatica, estimulando, especialmente, a producao de lacase por
P. ostreatus.

A Manganés Peroxidase, bem como Versétil Peroxidase n&do foram
produzidas nos meios de cultura utilizados e nas condigdes descritas, havendo a
necessidade de estudos futuros para avaliar a producdo destas duas enzimas, bem
como, de outras enzimas que também sao importantes no crescimento de P.

ostreatus.
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CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo de cogumelos em residuos orgéanicos representa uma alternativa
muito promissora devido a producdo de um alimento que atua, tanto em seus
aspectos nutricionais, quanto medicinais, refletindo na saude humana de forma
intrinseca. Reflete também no ambito socioecondémico, gerando possibilidade de
empregos e desenvolvimento do setor rural, podendo rejuvenescer economias
locais. A producdo de cogumelos atua de forma positiva no meio ambiente devido a
capacidade de degradacdo da estrutura da parede celular vegetal através das
atividades enziméticas. Com essa degradacdo, os residuos organicos, os quais
podem ser um grande problema quando descartados de forma incorreta no meio
ambiente, se tornam menores e possiveis de serem assimiliados por outros seres

vivos e introduzidos novamente no meio ambiente como forma de nutrientes.

Os fungicultores ja possuem diversas opcoes de substratos para o cultivo de
P. ostreatus, entretanto, os residuos utilizados nesta pesquisa se encontram
altamente disponiveis em diversas regides do pais, podendo ser aproveitados em
seu cultivo em diversos locais e a um baixo custo de obtencdo, sendo estes,
possiveis fatores que afetam o Sistema de producdo e que podem interferir em
diversos aspectos, tais como a diminuicdo do custo de producao e a praticidade de

obtencao do substrato.
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