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RESUMO

O sistema de cultivo axénico do cogumelo Shiitake tem sido predominante e sendo
fornecido por empresas especializadas. Em fun¢do das dimensdes continentais do Brasil, a
aquisicao desse tipo de substrato ¢ inviavel para muitas regides, em funcao do elevado custo de
transporte. A produgdo do proprio substrato requer um nivel de investimento normalmente
inacessivel ao pequeno produtor. Neste contexto, duas alternativas merecem ser consideradas:
a) Pasteurizagdo severa do substrato, a qual equivale ao sistema axénico e b) compostagem
curta do substrato seguida de pasteurizacao severa. Primeiro, avaliou-se a pasteurizagao severa
do substrato, a qual foi comparada com a combinacdo pasteurizagdo severa/autoclavagem e
apenas autoclavagem, com diferentes tempos de tratamento. Depois, avaliou-se a
compostagem, com diferentes formulagdes, tempo de compostagem e efeito de linhagem. Em
funcdo do numero de experimentos, os ensaios foram conduzidos, a principio, em pequenas
dornas com capacidade para 15 kg. E ao final, foi conduzido um experimento em maior escala,
com 100 kg de substrato (peso seco) para simular as condigdes em uma escala normal de
compostagem. Neste experimento, a compostagem foi conduzida durante 8 dias, porém,
avaliando-se o processo com 4, 6 ¢ 8 dias de compostagem. Para cada um desses tempos de
compostagem, os blocos foram submetidos a diferentes tratamentos térmicos: a)12 horas de
pasteurizagdo severa a 80°C, b) autoclave 1h, c) autoclave 2h, d) autoclave 3h. Em todos os
experimentos, os blocos produzidos foram inoculados com 2% do inoculo de shitake. Apos a
inoculagdo, os blocos foram incubados até a completa colonizagdo e formagao da capa marrom,
em uma sala a temperatura ambiente. Para a frutifica¢do, os blocos foram transferidos para
camara de cultivo com 90%5 de umidade e temperatura de 18 a 20°C. A pasteurizac¢do severa
do substrato ndo compostado mostrou-se eficiente apenas a partir de 24h. A compostagem de
4 dias seguida de pasteurizagdo pode ser realizada desde que o tempo de pasteurizag@o seja de
36 horas seguidas. Tempos inferiores de pasteurizagdo resultaram em elevados indices de
contaminagdo. Os substratos a base de bagaco de cana + serragem e a base somente da serragem,
compostados por 6 dias e pasteurizados por 12 horas, apresentaram indice nulo de contaminagao
e rapido crescimento micelial. A linhagem LECAR foi a mais produtiva em substratos a base
de serragem e farelo de trigo compostados. Os dados da compostagem com diferentes niveis de
farelo de arroz mostraram que os melhores resultados de produtividade foram obtidos nos
tratamentos entre 15 a 20% de farelo de arroz. O mesmo experimento feito com fuba resultou
em baixa producao de cogumelos com os niveis escolhidos. Os experimentos com casca de café
e soja nao chegaram a fase de producdo de cogumelos, pois o processo de compostagem nao
resultou em substrato de boa qualidade e houve um escurecimento anormal e odor desagradavel,
diferente dos demais experimentos. O farelo de soja ou a casca de café¢ associada a a
compostagem sé poderia ser possivel em niveis abaixo daqueles testados ou em combinagao
com outro volumoso em vez da utilizagao da serragem.

Palavras-chave: Pasteurizagao severa. Indice de contaminag¢ao. Producao.



ABSTRACT

The cultivation of Shiitake mushrooms in axenic system has been predominant and
provided by specialized companies. The purchase of this substrate is impracticable for many
regions owning to its high transportation cost and also, the production of the substrate itself
requires an investment level normally inaccessible for small-scale producers. In this context,
two alternatives deserve to be considered: a) severe pasteurization of the substrate and b) short
composting followed by severe pasteurization. First, the severe pasteurization of the substrate
was evaluated, which was compared with the combination severe pasteurization/autoclaving
and only autoclaving, with different times of treatment. Afterwards, the composting process
was evaluated with different formulations, composting time, and the strain effect. Due to the
number of experiments, the tests were conducted, at first, in small vats with a capacity of 15 kg
and at the end, an experiment was conducted on a larger scale with 100 kg of substrate (dry
weight) to simulate the conditions on a normal scale of composting. In this experiment, the
composting was conducted for 8 days, however, with an evaluation of the process with 4, 6 and
8 days of composting. For each of these times of composting, the blocks were submitted to
different heat treatments: a) 12-hour severe pasteurization at 80°C, b) 1-hour autoclaving, c) 2-
hour autoclaving, d) 3-hour autoclaving. All blocks were inoculated with 2% of shiitake
inoculum. After inoculation, the blocks were incubated until complete colonization and brown
film formation in a room at ambient temperature. For fruiting, the blocks were transferred to a
cultivation chamber with 90%=+5 humidity and a temperature of 18 to 20°C. The severe
pasteurization of the non-composted substrate was efficient only after 24 hours. The 4-day
composting followed by pasteurization can be done as long as the pasteurization time occurs
for 36 hours in a row. Shorter pasteurization times resulted in high levels of contamination.
Substrates based on sugarcane bagasse + sawdust, and only sawdust, composted for 6 days and
pasteurized for 12 hours, showed zero contamination and rapid mycelial growth. The LECAR
strain was the most productive on substrates based on composted sawdust and wheat bran. Data
referring to composting with different levels of rice bran showed that the best productivity
results were obtained in treatments between 15 and 20% of rice bran. Still, the same experiment
realized with cornmeal resulted in low mushroom production with the chosen levels. The
experiment with coffee and soybean rusk did not reach a mushroom production stage, because
the composting process did not result in good quality substrate. Also, abnormal browning and
an unpleasant odor were observed, unlike the other experiments. These results showed that the
use of soybean meal or coffee husk associated with the use of composting could only be possible
at levels below those tested here or in a combination with another roughage instead of sawdust.

Keywords: Severe pasteurization. Contamination index. Production.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O cogumelo Lentinula edodes (shiitake) ¢ um dos fungos mais cultivados do mundo,
com cerca de 22% da produgdo entre todos os comestiveis (ROYSE et al., 2017). O cultivo de
shiitake aumentou recentemente devido ao seu valor gastronomico e nutracéutico (KWON et
al, 2018. Como o crescimento ¢ a qualidade dos cogumelos sdo significativamente afetados
pelo meio ambiente, as condigdes adequadas de cultivo tem sido alvo de muitos estudos (PARK
et al., 2001, SEO; KOO, 2009). Entretanto, a tecnologia de produgdo do substrato de cultivo do
shiitake requer investimento e nivel tecnoldégico normalmente fora de alcance do pequeno
produtor. Em fungao disso, ¢ de interesse também buscar métodos alternativos para a producao
de substrato que sejam acessiveis aos pequenos produtores de paises em desenvolvimento.

Os métodos de cultivo do shiitake variam do cultivo em toras ao cultivo em substrato a
base de serragem, desde ambientes semicontrolados até aqueles completamente controlados. O
cultivo em blocos de substrato a base de serragem, convencionalmente esterilizados em
autoclave, tem como vantagens a alta densidade de cultivo, menor trabalho e reducdo do periodo
de cultivo. Esse tipo de produgdo conta com instalagdes que permitem o controle ambiental da
temperatura, umidade relativa do ar e teor de COa.

Algumas linhagens sdo mais rusticas e podem ser cultivadas sem o controle estrito da
temperatura (ZIED et al., 2016). A disponibilidade de linhagens rusticas atende a fase de cultivo
do cogumelo, entretanto, permanece a questdo da tecnologia de produgdo do substrato de
cultivo. Até o momento, os pequenos produtores de shiitake dependem do fornecimento de
blocos ja colonizados por empresas especializadas, de modo que eles se ocupam apenas da fase
de cultivo. A aquisi¢do de blocos colonizados ¢ uma estratégia interessante e viavel quando os
produtores podem contar com fornecedores no entorno do seu negocio.

Entretanto, na maioria dos casos, isso ndo ocorre, o que inviabiliza a logistica do
negdcio. Por outro lado, produzir o proprio substrato requer um nivel de investimento
normalmente inacessivel ao pequeno produtor. Neste contexto, duas alternativas merecem ser
consideradas: 1- Pasteurizacdo severa do substrato; 2- Compostagem curta seguida de
pasteurizagao.

A compostagem ¢ um processo natural de decomposi¢ao realizada por microrganismos,
na qual a matéria organica no estado sélido e tmido atinge o ponto de maturacdo ou

humificacdo, ao final de alguns meses de duracdo do processo. A compostagem cléssica, que ¢
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utilizada para a producdo de fertilizante organico, ¢ caracterizada por uma fase inicial e rapida
de um composto cru ou imaturo, seguida da fase de semicura ou bioestabilizagdo, para atingir,
finalmente, a terceira fase, a cura ou maturagao ou humificagdo, acompanhada da mineralizagao
de determinados componentes da matéria organica. Na compostagem, além do aumento da
temperatura, que ¢ importante para a elimina¢do de patdgenos, fatores como pH, aeragdo e
umidade também devem ser monitorados durante todo o processo. Além disso, os substratos
utilizados e, consequentemente, a microbiota atuante no processo, irdo influenciar na formagao
de um composto de qualidade. Bactérias, fungos e actinobactérias sdo os principais
responsaveis pela transformag¢do da matéria organica em humus. Portanto, a natureza da
comunidade microbiana, a populagdo, as espécies e a intensidade da atividade da decomposi¢ao
dependem das condigdes fisicas favoraveis para seu estabelecimento.

Para o cultivo de cogumelos, a compostagem ¢ utilizada tradicionalmente para a
obtencao do substrato de cultivo de algumas espécies. Entretanto, ao contrario da compostagem
classica, para a producao do substrato de cultivo de cogumelos, utiliza-se um periodo mais curto
de compostagem, que varia, normalmente, de 7 a 30 dias, dependendo da espécie de cogumelo
a ser cultivada. Para a producdo de varias espécies de Pleurotus, utiliza-se substrato obtido por
compostagem de apenas 7 dias, seguido por um periodo curto de condicionamento e
pasteurizagdo a vapor. Para os cogumelos Agaricus, a compostagem dura cerca de 30 dias,
somando-se fase I e fase II, as quais incluem também o condicionamento e pasteuriza¢do do
substrato (VIEIRA; PECCHIA, 2018). Apesar de serem tecnologias ja bem estabelecidas,
infelizmente, a técnica de compostagem nao funciona bem para todas a espécies de cogumelos
(DE SIQUEIRA et al., 2011, CHANG; MILES, 2004).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da pasteurizagdo severa e
a viabilidade de utilizagdo da compostagem para a producdo do substrato de cultivo do

cogumelo shiitake.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cogumelos Comestiveis

Sdo conhecidas mais de dez mil espécies de cogumelos, podendo ser considerados
comestiveis aqueles que ndo trazem risco a saude e atendem aos padrdes organolépticos (sabor,
aroma, textura, etc), enquanto que os ndo comestiveis apresentam propriedades alucindogenas
e/ou toxicas que podem ser letais se consumidos ou ndo apresentam caracteristicas desejaveis
para o consumo (FROUFE et al., 2011). De acordo com Wasser et al. (2005), os cogumelos
comestiveis possuem diversas propriedades envolvidas na imunoterapia, nutricdo e prevengao
de doencas tumorais. Os polissacarideos presentes na parede celular desses fungos,
principalmente as betaglucanas, sdo descritos por melhorarem respostas imunes inatas e
antitumorais em animais ¢ humanos.

Somente mil espécies de cogumelos sdo conhecidas cientificamente como comestiveis.
Lentinula edodes (Shiitake), Agaricus bisporus (Champignon de Paris) e Pleurotus ostreatus
(Shimeji), destacam-se dentre as espécies mais cultivadas no mundo. Dentre as trés espécies, o

Pleurotus ostreatus var. Florida ¢ a espécie mais cultivada no Brasil (TABELA 1).

Tabela 1 — Porcentagem estimada da producao de cogumelos comestiveis

no Brasil.
Principais cogumelos produzidos no Brasil (%)
Agaricus bisporus (Champignon de Paris) 33%
Pleurotus ostreatus var. Florida 48 %
Lentinula edodes (Shiitake) 13%
Agaricus subrufescens 6%
Outros 6%

Fonte: Edible Mushroom Production in the Americas (SANCHEZ et al., 2018).

O principal estado produtor de cogumelos no Brasil ¢ o estado de Sdo Paulo, com
destaque para as cidades de Mogi das Cruzes (88,06%), Campinas (10,85%), e Sorocaba
(1,09%) (SACOMANI; TONIN, 2016). De acordo com a Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios (APTA, 2019), 80% dos produtores nacionais de cogumelos se classificam como
médios e pequenos agricultores familiares, sendo responsaveis pela producao de cerca de 12

mil toneladas de cogumelos por ano.
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2.2 Lentinula edodes (shiitake)

Lentinula edodes ¢ um cogumelo saproéfita, considerado como um fungo de podridao
branca, por ter a capacidade de degradar celulose, lignina e outras macromoléculas (ASGHER
et al., 2008). Por esse motivo, este fungo pode ser cultivado em varios residuos agricolas porque
usa os muitos compostos lignoceluldsicos (celulose, hemicelulose e lignina) presentes como
fonte de carbono e nutrientes. O arsenal enzimdtico do shiitake inclui lacases, manganés
peroxidases e aril-alcool-oxidase, as quais caracterizam este fungo como um degradador eficaz
de subprodutos agroindustriais, tais como serragem, bagaco de cana, bainha de palmito, bagago
de mandioca e outros (ROSSI; MONTEIRO; MACHADO, 2001, TONINI et al., 2007).

De acordo com Chang e Miles (2004), o cultivo do shiitake teve inicio na China, entre
1000 e 1100 DC. Desde entdo, o shiitake tornou-se o cogumelo mais produzido no mundo,
representando 22% da producdo mundial, destacando-se a China como maior produtor mundial
(ROYSE; DANIEL; BAARS, 2017).

Em termos nutricionais, o cogumelo shiitake ¢ descrito como rico em proteinas,
carboidratos, fonte de fibras, vitaminas e minerais. Além disso, possui atividade antioxidante,
baixo teor de lipidios e baixo valor calérico (CRAVO, 2014). Por fim, o cogumelo shiitake
possui muitos compostos bioativos, de grande potencial farmacolégico (KHAN et al., 2018).
E importante ressaltar que o elevado valor protéico atribuido aos cogumelos da-se pelo fato de
que a andlise nutricional ¢ feita com o alimento desidratado. Entretanto, quando se considera o
cogumelo fresco, o teor de proteinas ¢ baixo, em fun¢do do elevado teor de agua. Portanto,
quando se considera o cogumelo seco, como um ingrediente a ser utilizado como suplemento
alimentar ou na composi¢ao de outros produtos, sim, trata-se de um alimento rico em proteinas.
Mas, quando se trata da sua utilizacdo como alimento fresco, o teor de proteina ¢ de 2 a 3%.

Uma das caracteristicas que difere o shiitake de outras espécies de cogumelos cultivados
em substrato axénico ¢ a necessidade de manejo para formacao da capa micelial marrom,
processo enzimatico que caracteriza morfologicamente o substrato de cultivo. A formagdo da
capa marrom ¢ importante no que diz a respeito a prote¢do contra perda de umidade e
contaminagoes, principalmente por espécies de Trichoderma. (DIAS, 2010). Normalmente,
ap6s a inoculacdo, o substrato ¢ completamente colonizado em cerca de 30 dias, entretanto,
para a completa formacao da capa marrom, o processo dura cerca de 3 meses, contados a partir
da inoculacdo do substrato. Esta ¢ uma das razdes que tornam o cultivo do shiitake mais
complexo, quando comparado com a maioria das espécies de Pleurotus. Além do tempo

necessario para a formagao da capa marrom e maturagao fisioldgica do substrato colonizado,
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aumenta-se também as chances de contaminacdo do substrato. Por isso, o cultivo do shiitake

demanda um ambiente de cultivo mais controlado.

2.3 Cultivo de Lentinula edodes

Acredita-se que o cogumelo shiitake foi introduzido no Japao, através da China, cerca
de 400 a 500 anos depois de serem cultivados neste pais. O cultivo em toras, foi sendo
substituido por outros sistemas, tais como garrafas e “toras” artificiais, as quais consistem, na
verdade, em substrato a base de serragem acondicionado em sacos de propileno com didmetro
de cerca de 12 cm, com o propoésito de imitar o didmetro das toras naturais (CHANG; MILES,
2004). Posteriormente, iniciou-se em Taiwan o cultivo em bolsas plésticas, o qual disseminou-
se para outros paises até o momento (CHANG; MILES, 2004). No Brasil, o cultivo de shiitake
teve seu inicio na década de 90 sendo que a técnica mais utilizada neste periodo foi o cultivo
em toras de eucalipto (PASCHOLATI et al, 2014).

O cultivo axénico foi desenvolvido para a utilizacdo do substrato esterilizado em
autoclave por algumas horas ou submetido a pasteurizagao severa por um longo periodo de
tempo. Apds a esterilizacdo e subsequente resfriamento, o substrato deve ser inoculado em
condicdes assépticas para evitar problemas de contaminacdo (MONTINI, 2001). Em ambas as
formas de cultivo (cultivo em toras ou cultivo axénico), o fungo passara pelos mesmos estagios
de crescimento: inoculagdo, incubagdo ou crescimento micelial, inducdo da frutificagdo,
frutificacdo e repouso. O cultivo axénico do shiitake apresenta uma série de vantagens, dentre
elas o aumento da eficiéncia biologica e produtividade, quando comparado ao cultivo em toras
(EIRA; MONTINI, 1997; FREDERICO et al., 2002). Além disso, apesar do tempo necessario
para formagao da capa marrom, o cultivo axénico proporciona um inicio de frutificagdo muito
menor em comparacdo ao cultivo em toras, além de um ciclo de cultivo também menor
(TABELA 2).

Um fator importante a ser observado durante o preparo do substrato para o cultivo de
shiitake ¢ a faixa correta de pH, a qual deve ficar entre 4,5 ¢ 5,5 (CHANG; MILES, 2004;
PHILIPPOUSSIS et al., 2001). Maciel (2012) relatou que a velocidade de crescimento de L.

edodes diminuiu com a elevagao do pH.
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Tabela 2 — Comparagao entre os sistemas de cultivo do
shiitake, quanto a duragdo das fases de cultivo.

Duracao
Fases de cultivo
Cultivo axénico Toras
Incubagao 3 meses 6 meses
Fluxos de Produgao 3 a4 meses 4a6
Intervalo entre Fluxos 7 a 14 dias 2 meses

Fonte: Adaptado de Oei (2003) e Pascholati et al., (2014).

2.4 Substratos para o cultivo de Lentinula edodes

Quando ha utilizagdo de subprodutos provenientes do setor agroindustrial,
consequentemente ha diminuicao dos impactos ambientais que estes materiais causam ao serem
lancados de forma indiscriminada no meio ambiente, causando vérios danos ao mesmo
(REZZADORI; BENEDETTI, 2009). Uma das grandes vantagens de se produzir Lentinula
edodes ¢ o aproveitamento de subprodutos agroindustriais € madeireiros para a confec¢do dos
blocos de cultivo.

Em 1990, foi iniciado em Taiwan o cultivo do shiitake em substrato a base de serragem
de eucalipto, como alternativa as toras de mesma espécie e de outras espécies vegetais
(HIROMOTO, 1991). No entanto, para que se tenha um substrato com a relagdo carbono e
nitrogénio (C/N) adequada (>100:1), os produtores precisam suplementar a serragem ou palhas
com matérias-primas existentes proximas as suas propriedades e que apresentem relacdo C/N
mais estreita (EIRA, 2000). Farelo de soja, farelo de trigo e farelo de arroz sdo importantes
suplementos utilizados na formulagdo de substratos para shiitake (STAMETS, 2000). ATILA,
2021). Além destes, tem sido comum utilizar também um agente corretivo de pH, sendo o
carbonato de calcio o mais comum. Um fator importante a ser adequado ao produzir o substrato
de cultivo ¢ o teor de umidade que, de acordo com Royse et al. (2017), deve estar entre 55-
60%.

Nos ultimos 20 anos, alguns trabalhos tém abordado a substitui¢ao da serragem de
espécies vegetais por subprodutos da agroindustria. Mahdizadeh et al. (2021) obtiveram
resultados satisfatérios em blocos axénicos de palha, serragem e farelo de arroz em que varias

linhagens de shiitake se mostraram promissoras comercialmente nesses substratos.
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O bagago de cana pode ser um dos substitutos a serragem ou usado em combinagdo com
a mesma, uma vez que este possui composi¢do lignoceluldsica adequada, sendo um dos
materiais mais utilizados na composi¢do do substrato de cultivo de outras espécies de
cogumelos no Brasil. Entretanto, nos ultimos anos, o bagago de cana ganhou muita importancia
também na producdo de energia, como combustivel para usinas termelétricas, e para producao
de energia nas proprias usinas de agucar e alcool. No entanto, cerca de 28% desse residuo ¢
utilizado para diversos fins. Dentre eles, podemos citar caldeiras na citricultura, produgao de
papel e celulose e uso de ragdo animal (SILVA et al.; 2010). Diante disso, o bagaco de cana,
que era doado pelas usinas, passou a ser um importante co-produto no mercado. Atualmente,

os produtores de substrato de cultivo de cogumelos pagam por este material.

2.5 Fatores fisicos para o cultivo de Lentinula edodes

Os fatores fisicos desempenham um papel fundamental para a produtividade dos
cogumelos, influenciando todo o processo de cultivo. Dessa forma, pode-se dizer que condigdes
Otimas para o crescimento, colonizagdo e, consequentemente, produtividade, impactam
diretamente a viabilidade econémica do cultivo.

A frutificacdo do shiitake pode ocorrer em temperatura abaixo de 20 °C, mas, a
colonizagdo do substrato de cultivo na maioria das linhagens de Lentinula edodes funciona bem
a temperatura ambiente. Portanto, durante as fases de colonizagdo e formacao da capa marrom,
utiliza-se temperatura ambiente (25°C) e, para a indugdo da frutificacao, utiliza-se temperatura
de 18 a 20 °C. Para uma frutificagdo eficiente, outros dois fatores sdo muito importantes:
umidade relativa do ar e ventilagdo, sendo que, para esses dois fatores, ndo ha grandes variagdes
entre as diferentes espécies de cogumelos, com algumas exce¢des (ATHAYDE et al., 2011).

De modo geral, utiliza-se umidade acima de 80%=5, portanto, abaixo deste valor, pode
ocorrer aborto dos primoérdios, acarretando na perda de produtividade. Para o fator ventilagao,
trabalha-se com um teor de CO> de 1000 ppm como referéncia, sendo este, 0 maximo permitido
para a fase de frutificacao. Por estes fatores, o produtor precisa fazer um investimento basico
para instalar um sistema basico de nebulizacdo e de ventilagdo no local de producao
(FIGUEIRO et al., 2011).

Para a obtencdo do primeiro fluxo, normalmente basta a transferéncia dos blocos para
um ambiente com temperatura adequada para indugdo da frutificagdo, ou reducdo da

temperatura, quando utiliza-se a mesma estrutura para todas as etapas. Entretanto, para os fluxos
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subsequentes, recomenda-se fazer a imersao dos blocos em agua de boa qualidade (ROYSE e¢
al.,2017). A imersao cumpre dois papéis basicos: reidratagdo dos blocos e choque térmico.

A reidratacdo dos blocos ¢ necessaria, uma vez que os mesmos perdem grande
quantidade de 4gua para a formagao dos cogumelos, bem como pela evaporagdo. O choque
térmico cumpre um papel importante principalmente quando o cultivo é conduzido em ambiente
semicontrolado, onde a temperatura oscila naturalmente. Nessas condigdes, a utilizagdo de agua
com temperatura abaixo da temperatura ambiente pode ser importante para a indug¢dao da
frutificagdo. Neste caso, segue-se 0 mesmo procedimento utilizado para o cultivo em toras,

segundo o qual, a imersdo ¢ utilizada como um fator de estresse adicional para o micélio do

fungo (SHIOMI et, al. 2007).

2.6 Métodos de esterilizacao dos substratos de cultivo

A producdo de cogumelos exige substratos livres de contaminantes que possam
prejudicar a colonizagao destes fungos. A esterilizacao de um substrato €, portanto, um método
apropriado para a eliminagao dessa microbiota indesejavel (KHAN et al., 2018).

O termo “esterilizacdo” significa a destrui¢do ou remoc¢ao de todas as formas de vida de
um dado material. Na esterilizagdo em autoclave, emprega-se vapor d’agua saturado sob
pressdo a temperatura de 121° C (pressao adicional de 1 atm) por periodos que podem ser desde
periodos curtos de 15 a 30 minutos, podendo chegar até varias horas, dependendo do tipo de
material e volume. Para a esterilizacdo de substratos de cultivo de cogumelos comestiveis, 0s
recipientes utilizados permitem que o substrato faca trocas gasosas e a0 mesmo tempo isola o
mesmo de contaminantes do meio externo. Sao impermedaveis a dgua, lavaveis ou descartaveis.
Atualmente os recipientes mais comuns sao os sacos descartaveis de polipropileno ou mistura
de polipropileno com polietileno de alta densidade (COELHO, 2019).

Segundo Atila (2021), ha uma grande preocupacio por parte dos produtores com a
eliminagdo de contaminantes, em especial de fungos Trichoderma, principal contaminante dos
substratos de L. edodes. Entretanto, um bom controle dos indices de contaminagao requer uma
estrutura laboratorial, tanto para a esterilizagdo do substrato, como para a inoculagao asséptica
do mesmo. Esta estrutura, porém, ¢ inacessivel para a maioria dos produtores.

Uma das alternativas ao processo de autoclavagem ¢ a pasteurizacdo severa, a qual
requer uma infraestrutura de custo muito menor quando comparado a autoclavagem. Segundo
Rosseto, Pierobom e Rocha (1996), a pasteurizagao ocorre através do calor umido, que, ao ser

injetado, faz com que a temperatura do composto atinja 60°C, durante periodo de tempo de pelo
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menos 6 horas, dependendo do processo e da espécie de cogumelo a ser cultivada. Na produgao
de shiitake, a pasteuriza¢@o ainda ¢ um desafio, porém ja ¢ uma realidade presente na producao
de Pleurotus spp e Agaricus spp. (MAZIERO; ZADRAZIL, 1994). Morales e Sanchez (2017)
testaram o processo de pasteurizacdo acima de 6h a 60°C para a cultivo dos cogumelos
Agrocybe aegerita, Auricularia fuscosuccinea, Pleurotus djamor, P. eryngii, P. ostreatus, L.
edodes e Ganoderma lucidum em grama, sabugo de milho e serragem. Segundo os autores,

apenas L. edodes e G. Lucidum nao frutificaram nos substratos pasteurizados.

2.7 Compostagem

A compostagem ¢ um processo natural de decomposicao, durante o qual ocorre uma
sucessdo de microrganismos benéficos, resultando ao final, em uma estabilidade da matéria
organica (SOUZA et al., 2014). Durante o processo de compostagem, hd uma elevagao da
temperatura, a qual € responsavel por eliminar os microrganismos patogénicos e, desta forma,
estabelecer um composto final que podera ser usado com seguranga, seja na agricultura organica
ou mesmo na producdo de algumas espécies de cogumelos (RIBEIRO et al., 2017).

O processo de compostagem ¢ desenvolvido em duas fases distintas (Figura 1), em que
na primeira (termofilica) ocorre a degradagdo ativa e, na segunda (mesofilica) ocorre a
maturagdo (humificagdo) do material orgénico, ocasido em que ¢ produzido o composto
propriamente dito (MATOS et al., 1998; VILLAR et al., 2016).

A compostagem, por ser um processo biologico, ¢ influenciada por varios fatores que
irdo atuar diretamente sobre os microrganismos envolvidos no processo. A formulagdo do
composto, ou seja, os materiais utilizados na compostagem interferem diretamente na
microbiota presente (BERNAL; ALBURQUERQUE; MORAL, 2009; VILLAR et al., 2016).
O controle desses fatores, tais como umidade, aeragdo, temperatura, disponibilidade de
nutrientes (relagdo C/N), pH e tamanho das particulas, sdo fatores predominantes para o
estabelecimento da microbiota, pois otimizam as condigdes Otimas para o desenvolvimento

microbiano e a degradagdo da matéria organica (KUOK; MIMOTO; NAKASAKI, 2012).
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A formulacdo de um bom composto deve atender a relacdo C/N ideal para cada tipo de

espécie de cogumelo comestivel. Dessa forma, ¢ necessario que se obtenha uma escolha

criteriosa dos materiais vegetais, capins ¢ palhas que atendam essa relagdo. No entanto, em

condicdoes naturais destes materiais,

se ndo houver o processo de compostagem,

microrganismos como os mesofilos prevalecerdo sobre o sistema, consumindo o agucar do meio

e assim impedindo o crescimento dos cogumelos (EIRA, 2000).

Ainda ndo ha relatos de producdo de Lentinula edodes em substratos compostados, mas

a compostagem, seguida de pasteurizacao e condicionamento (compostagem fase I e fase II),

esta bem estabelecida e desenvolvida para o cultivo de Agaricus spp. € Pleurotus spp., sendo

que, para estes ultimos, a compostagem ¢ feita em periodos mais curtos (VIEIRA; PECCHIA,

2018).
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CAPITULO 2

PRODUTIVIDADE DO COGUMELO Lentinula edodes EM FUNCAO DO
SUBSTRATO DE CULTIVO, COMPOSTAGEM E TRATAMENTO TERMICO

RESUMO

Produzir o proprio substrato de shiitake requer um nivel de investimento normalmente
inacessivel ao pequeno produtor. Neste contexto, duas alternativas merecem ser consideradas:
a pasteurizacdo severa do substrato e a compostagem curta seguida de pasteurizagdo. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o indice de contaminagdo e a produtividade de
shiitake em uma série de ensaios de compostagem e tratamentos térmicos para a escolha de um
método de menor custo para a produgao do substrato de cultivo deste fungo. Em primeiro
momento, realizou-se uma pasteuriza¢ao severa sem compostagem do substrato, avaliando o
tempo de pasteurizagdo em comparagdo com a autoclavagem. Os tratamentos foram: a-
autoclavagem; b- pasteurizagdo de 12 horas seguida de autoclavagem; c- apenas12 horas de
pasteurizagdo; d- pasteurizagdo de 24 horas, seguida de autoclavagem; e- apenas 24 horas de
pasteurizagdo; f- pasteurizacdo de 36 horas, seguida de autoclavagem; apenas 36 horas de
pasteurizagdo. No segundo experimento, avaliou-se o tempo de compostagem e o tempo de
pasteurizagdo, utilizando dois substratos: a- bagaco de cana + serragem + farelo de trigo; e b-
serragem + farelo de trigo. Neste experimento foram 3 tempos de compostagem (4, 5 e 6 dias)
e 3 tempos de pasteurizagdo (12, 24 e 36 horas). O terceiro experimento ocorreu com o
proposito de avaliar o efeito de linhagem para o substrato a base de serragem compostado por
4 dias e pasteurizado por 36 horas. Por ultimo, foi avaliada a corrida micelial do fungo e o
indice de contaminagdo no substrato a base de bagaco de cana e serragem com 3 tempos de
compostagem (4, 6 e 8 dias) e 4 tratamentos térmicos (pasteuriza¢do de 12 h; autoclavagem de
1, 2 e 3 h). Para tratamento de pasteurizacdo, considerou-se o inicio do processo quando a
temperatura no interior do bloco atingiu 80°C. Para os tratamentos de autoclavagem, utilizou-
se o procedimento convencional (121°C/1 atm). Os processos de inoculagao, colonizagao,
formagdo da capa marrom e frutificagdo seguiram os procedimentos convencionais
recomendados para o cultivo deste cogumelo. Como resultados, a pasteurizacdo severa de 24h
do substrato ndo compostado apresentou-se eficiente quanto ao indice de contaminacdo.
Entretanto, para o sistema de compostagem de 4 dias, foi necessaria uma pasteurizacao de 36
horas para o bom controle dos contaminantes. Por outro lado, para o processo de compostagem
por 6 dias, a pasteurizagdo de 12 horas foi tdo ou mais eficiente do que a autoclavagem no
controle da contaminagdo. Portanto, a pasteurizagdo severa de 24h para o substrato nao
compostado e a pasteurizacdo severa de 12h para o substrato compostado mostraram-se
promissoras para a produc¢do do substrato de cultivo do shiitake. Observou-se ainda um efeito
de linhagem para o substrato compostado, o que indica que algumas linhagens podem ser mais
produtivas que outras neste tipo de substrato. Entretanto, os dados ndo foram conclusivos.

Palavras-Chave: Pasteurizacao severa. Substrato compostado. Shiitake.
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ABSTRACT

Producing the own shiitake substrate requires a level of investment normally
inaccessible to small producers. In this context, two alternatives deserve to be considered:
severe pasteurization of the substrate and short composting followed by pasteurization. Thus,
the aim of this research was to evaluate the contamination index and productivity of shiitake in
a series of composting tests and thermal treatments to choose a lower cost method for the
production of the cultivation substrate of this fungus. At first a severe pasteurization was carried
out without the composting substrate, evaluating the pasteurization time in comparison with
autoclaving. The treatments were: a- autoclaving; b- 12-hour pasteurization followed by
autoclaving; c- only 12- hour pasteurization; d- 24-hour pasteurization; and e- only 36-hour
pasteurization. In the second experiment, the composting time and the pasteurization time were
evaluated, using two substrates: a- sugarcane bagasse + sawdust + wheat bran; and b- sawdust
+ wheat bran. In this experiment, three composting periods (4, 5 and 6 days) and three
pasteurization periods (12, 24 and 36 hours) were tested. The third experiment was carried out
with the purpose of evaluating the strain effect for the sawdust-based substrate composted for
4 days and pasteurized for 36 hours. Lastly, the mycelial run of the fungus and the
contamination index in the substrate based on sugarcane and sawdust were evaluated with 3
composting periods (4, 6 and 8 days) and 4 thermal treatments (12-hour pasteurization;
autoclaving of 1, 2 and 3 hours). For the pasteurization treatment, the beginning of the process
was considered when the temperature inside the block reached 80°C. For autoclaving
treatments, the conventional procedure was used (121°C/1 atm). The inoculation, colonization,
brown film formation and fruiting processes followed the conventional procedures
recommended for the cultivation for this mushroom. As a result, the 24-hour severe
pasteurization of the non-composted substrate was efficient in terms of the contamination index.
However, for the 4-day composting system, a 36-hour pasteurization was necessary for the good
control of contaminants. On the other hand, for the 6-day composting process, 12-hour
pasteurization was as efficient as autoclaving in contamination controlling. Therefore, the 24-
hour severe pasteurization for the non-composted substrate and the 12-hour severe
pasteurization for the composted substrate showed to be promising for the production of the
shiitake cultivation substrate. A strain effect was also observed for the composted substrate,
which indicates that some strain might be more productive than others in this type of substrate.

Keywords: Severe pasteurization. Thermophilic microorganisms. Temperature.



28

1 INTRODUCAO

O cogumelo shiitake esta entre as trés espécies mais cultivadas no Brasil e apresenta
grande potencial de crescimento no mercado brasileiro. E um dos fungos mais cultivados no
mundo, com cerca de 22% da producdo entre todos os cogumelos comestiveis, gracas as suas
propriedades gastrondmicas e medicinais (ROYSE et al., 2017; KWON, et al, 2018).

Lentinula edodes ja foi muito cultivado em toras de madeira, principalmente de
eucalipto e castanheira, porém, com o tempo, o cultivo migrou para o sistema de cultivo
axénico, utilizando a serragem como ingrediente principal. Nos ultimos 20 anos, alguns
trabalhos tém abordado a substitui¢do parcial ou total da serragem por subprodutos da
agroindustria. Mahdizadeh et al. (2021) obtiveram resultados satisfatorios em blocos axénicos
de palha, serragem e farelo de arroz com varias linhagens de shiitake. O bagago de cana ¢ um
material utilizado tradicionalmente no cultivo de cogumelos no Brasil e pode ser também uma
boa alternativa para o cultivo de shiitake. De acordo com a CONAB (2022), até o final de 2022,
o Brasil produzirad 572.874,9 mil toneladas de cana de acucar. Grande parte deste montante ja
tem varios tipos de utilizacdo, principalmente como combustivel nas usinas de alcool e cachaga,
dentre outros. Apesar disso, o bagago de cana continua sendo um dos principais ingredientes
utilizados para a producao do substrato de cultivo de cogumelos no pais.

Em geral, o desenvolvimento da fungicultura no Brasil ainda depende de investimentos
tecnologicos, tanto no ambito das condigdes sociais como nos aspectos geograficos dos
produtores. Entretanto, o cultivo deste cogumelo tem como um dos grandes gargalos a logistica
para o fornecimento do substrato de cultivo, uma vez que poucas empresas prestam este servico
no pais. Neste contexto, uma das alternativas para produtores em regides mais distantes ¢ a
produgdo do seu proprio substrato para o cultivo do shiitake. Entretanto, esta op¢ao enfrenta o
desafio do investimento necessario para a infraestrutura, principalmente, de esterilizacao do
substrato.

Uma alternativa amplamente conhecida para a produgdo do substrato de cultivo ¢ a
pasteurizacdo severa do substrato ndo compostado. Esta estratégia conta com a grande
vantagem de economia de tempo e mao-de-obra, uma vez que basta preparar o substrato e
submeter ao tratamento térmico. Em fung¢ao disso, esta estratégia deve servir de referéncia para
quaisquer estudos alternativos para a producdo do substrato de cultivo do shiitake.
Evidentemente, deve-se considerar a necessidade de se avaliar o tempo necessario para o
controle total da contaminacdo, o que pode variar muito em funcao da qualidade do material

utilizado na formulacao do substrato.
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Outra alternativa amplamente utilizada, ¢ a utilizagdo do processo de compostagem
curta, seguida de pasteurizagdo a vapor, tradicionalmente utilizado para o cultivo dos
cogumelos ostra. Entretanto, o grande desafio para este sistema ¢ o fato de que o Lentinula
edodes nao cresce bem em substratos compostados. Chang & Miles (2004) relataram a
importancia de se trabalhar com substratos fermentados por microrganismos termofilicos, uma
vez que a presenga desses microrganismos poderia tornar o substrato menos sujeito a
contaminantes ¢ mais seletivo para o cogumelo, como ocorre com espécies de Pleurotus e
Agaricus. Entretanto, desde entdo, ndo se encontrou nenhum estudo relatando a tentativa de
avangar nesta area de estudo. Isto mostra, evidentemente, o desafio de se cultivar o shiitake em
substratos compostados. L. edodes ¢ uma espécie saprofita, sendo considerado um fungo de
podriddo branca por ter a capacidade de degradar celulose, lignina e outras macromoléculas
(ASGHER et al., 2008). Mas, além disso, observa-se que este fungo age também como um
decompositor primario, de modo que ndo cresce bem em substratos que tenham passado por
uma fermentagdo prévia. Portanto, além de se buscar uma tecnologia alternativa para a
producdo do substrato de cultivo de shiitake, o presente trabalho relata a primeira tentativa de
cultivo deste cogumelo em substrato fermentado, buscando compreender também o efeito da

presenca de outros microrganismos neste substrato sobre o crescimento de L. edodes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producao dos inoculantes

Foram utilizadas linhagens de Lentinula edodes pertencentes a Micoteca do Laboratorio
de Cogumelos Comestiveis da Universidade Federal de Lavras, local onde foram realizados
todos os experimentos. As culturas de L. edodes (linhagem LECAR), foram reativadas em meio
de cultura BDA a 25° C. Para o preparo do Spawn, foi utilizado substrato a base de arroz com
casca, enriquecido com 2% de farelo de trigo e 2% de calcério calcitico. O substrato foi
acondicionado em frascos de vidro, com capacidade para 400g cada. Para a protecdo dos
frascos, foram utilizadas tampas furadas e vedadas com fita micropore para permitir trocas
gasosas. Os frascos foram autoclavados por 2 horas, a 121 °C. Depois de 24h, foram inoculados
com 4 discos de 5 mm de didmetro das coldnias cultivadas em BDA. Os frascos foram
incubados a temperatura de 25 °C£3°C, até a sua completa colonizagdo. Apos a colonizagao,

os frascos foram mantidos em camara fria até a sua utilizagao.

2.2 Uso da pasteurizagio severa e/ou autoclavagem no controle da contaminacio em

substrato nao compostado

Os substratos foram preparados de acordo com Zied et al. (2016), com pequenas
modificacdes: serragem (70%), farelo de arroz (10%), farelo de trigo (10%), fuba (5%), calcario
calcitico (5%), 65% de umidade. Apds o preparo, o substrato foi acondicionado em sacos de
polietileno de alta densidade (PEAD) com filtro para troca gasosa (2 kg/saco), seguindo-se os
procedimentos padrdes. Os tratamentos térmicos foram conduzidos em diferentes tratamentos,
conforme descrito na Tabela 1.

Para cada tratamento foram utilizadas 10 repeti¢des, sendo cada bloco considerado
como uma repeti¢do. Para os tratamentos de pasteurizacdo, considerou-se para inicio do
processo, quando a temperatura no interior do bloco atingiu 80°C. Para isto, 5 blocos receberam
sensores para permitir o monitoramento da temperatura.

Para o processo de esterilizacdo em autoclave, utilizou-se o procedimento convencional
a uma temperatura de 121°C a 1 atm, em dois periodos de 2 h, com um intervalo de 24h para o
segundo periodo de autoclavagem. Apos resfriamento do substrato, os sacos foram inoculados

com 2% de Spawn, utilizando a linhagem LeCAR.
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Tabela 1 — Tratamentos térmicos avaliados para desinfestacdo ou esterilizagdo
do substrato de cultivo do cogumelo shiitake.

Tratamentos Pasteurizacao (h) Autoclavagem (h)
Controle - 2 + 2 (intervalo de 24h)
T1 12 -
T2 12 2
T3 24 -
T4 24 2
T5 36 -
T6 36 2

Fonte: Do autor (2022).

2.3 Utilizacao do processo de compostagem e pasteurizacio a vapor para a producio do

substrato de cultivo de Lentinula edodes em sistema fechado

2.3.1 Formulacio dos substratos

Duas formulacdes foram utilizadas para o ensaio de compostagem, sendo uma
utilizando serragem como ingrediente principal, conforme descrito anteriormente, e a outra
utilizando serragem (35%) e bagaco de cana (35%). Os suplementos utilizados seguiram

exatamente as mesmas proporg¢oes nas duas formulagdes.

2.3.2 Processo de compostagem e pasteurizacio

Todos os experimentos foram conduzidos em bombonas de 50 L, que denominamos
como sistema fechado, com o proposito de permitir a elevagao da temperatura, uma vez que,
em fung¢do do elevado numero de experimentos, foi necessario trabalhar com volumes menores
do que normalmente utilizado em experimentos de compostagem. Posteriormente, 0os ensaios
foram validados em volume maior de compostagem. As bombonas utilizadas apresentam
capacidade para cerca de 12 kg de substrato seco. Em todos os experimentos, a umidade do
substrato foi ajustada para um valor teérico de 65%. Os ingredientes e a 4gua foram misturados
em betoneira durante 5 minutos para uniformizagdo do material. Ap6s a mistura, os substratos

foram transferidos para as bombonas e protegidas para evitar a entrada de moscas (FIGURA

1.



32

Apds a montagem dos blocos, estes foram colocados em uma caixa de 1000 L (Figura
2), onde para cada ensaio, os blocos foram dispostos de forma aleatoria. Para o controle de
temperatura, foram utilizados 5 sensores no interior dos blocos em diferentes posi¢des da caixa
(base, topo, meio, lateral direita, lateral esquerda), sendo o tempo de inicio da pasteurizagdo
contado quando a temperatura atingiu 80°C nos 5 blocos amostrados. Para este ensaio, utilizou-
se o tempo de 36 h de pasteurizagdo. Como controle, foi utilizada também a autoclavagem,
conforme descrito anteriormente.

ApoOs a pasteurizacdo e autoclavagem, os blocos foram retirados e mantidos a
temperatura ambiente até o seu resfriamento abaixo de 30°C. Os blocos foram inoculados

conforme descrito anteriormente, em condigdes assépticas.

Figura 1 — Bombonas utilizadas para a producao do substrato de cultivo de
Lentinula edodes em sistema fechado.

3

Fonte:vﬁoutor (2022).

Apo6s a montagem dos blocos, estes foram colocados em uma caixa de 1000 L (Figura
2), onde para cada ensaio, os blocos foram dispostos de forma aleatoria. Para o controle de
temperatura, foram utilizados 5 sensores no interior dos blocos em diferentes posi¢des da caixa
(base, topo, meio, lateral direita, lateral esquerda), sendo o tempo de inicio da pasteurizagdo
contado quando a temperatura atingiu 80°C nos 5 blocos amostrados. Para este ensaio, utilizou-
se o tempo de 36 h de pasteurizagdo. Como controle, foi utilizada também a autoclavagem,
conforme descrito anteriormente. ApOs a pasteurizacdo e autoclavagem, os blocos foram
retirados e mantidos a temperatura ambiente até o seu resfriamento abaixo de 30°C. Os blocos
foram inoculados, em condigdes assépticas, com cerca de 20g de indculo, o qual foi disposto

na parte superior do substrato, com parte caindo pelas laterais.
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Figura 2 — Equipamentos utilizados para pasteurizacao.

Legenda: A figura superior mostra uma das autoclaves, de onde sai a mangueira que
conduz o vapor para a caixa dagua, mostrada na figura inferior.
Fonte: Do autor (2022).

2.3.3 Efeito da frequéncia de reviragem do substrato durante o processo de compostagem

Este ensaio foi conduzido com o propdsito de avaliar o efeito da reviragem do substrato,
uma vez que o periodo de compostagem ¢ muito curto. Em ensaios preliminares, definiu-se que
a compostagem deve ser inferior igual ou inferior a 6 dias, uma vez que, ao exceder este tempo,
a colonizagdo do substrato por L. edodes niao foi bem sucedida. Desta forma, definiu-se a
principio pelo tempo de 4 dias de compostagem, definindo-se o dia de inicio como o dia 0 (zero)
e o dia de término como o dia 4. Os seguintes tratamentos foram avaliados: T1- Reviragem
diria, T2- Apenas uma reviragem no dia 2, T3- Nenhuma reviragem. Utilizou-se a formulacao

a base de serragem suplementada com farelos e calcario, seguindo-se todos os procedimentos,
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conforme descrito anteriormente, para o preparo do substrato. Amostras foram obtidas em
diferentes camadas de cada tratamento (camada superior, camada intermediaria e camada
inferior) para posterior andlise de pH nos dias 0 ¢ 4. A temperatura foi também aferida nas
mesmas camadas no 4° dia do processo.

Ao final do processo de compostagem, o substrato foi misturado em betoneira por 5
minutos para a uniformizacdo do material. O substrato foi acondicionado em sacos de PEAD
com filtro para troca gasosa (2 kg/saco). Os sacos foram pasteurizados a 80°C por 36h e, apos

o resfriamento, inoculados conforme descrito anteriormente.

2.3.4 Efeito do tempo de compostagem sem reviragem do substrato

Este ensaio seguiu o mesmo procedimento do ensaio conduzido para avaliar o efeito da
frequéncia de reviragem, com intuito de avaliar o efeito do tempo de compostagem sem fazer
a reviragem. Ensaios preliminares demonstraram que tempos inferiores a 4 dias e superiores a
6 dias ndo apresentaram boa colonizagdo ou contaminaram muito. Por isso, neste ensaio foram
testados os seguintes tratamentos: T1- 4 dias de compostagem, T2- 5 dias de compostagem, T3-
6 dias de compostagem. Ao final de cada tratamento, parte dos blocos foi destinada a
pasteurizagdo (80°C/36h) e outra parte foi destinada a autoclavagem (121°C/4h), com 8
repetigdes. Todos os demais procedimentos foram conduzidos, conforme descrito

anteriormente.

2.3.5 Efeito de linhagens sobre o crescimento micelial e frutificacdo de L. edodes em

substrato compostado e pasteurizado a vapor

Este experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a produtividade de diferentes
linhagens de L. edodes em substrato compostado a base de serragem e farelos, com 4 dias de
compostagem, sem reviragem e 36 h de pasteurizacdo. Para este ensaio foram testadas as
linhagens pertencentes a colecao de culturas do Laboratério de Cogumelos Comestiveis,
denominadas LECAR, EIRA, ATIBAIA, CAMBUI e LE6. Todos os demais procedimentos

foram conduzidos, conforme descrito anteriormente.
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2.4 Utilizacdo do processo de compostagem e pasteurizacio a vapor para a producio do

substrato de cultivo de Lentinula edodes em sistema aberto, de maior escala

Este experimento teve o objetivo de validar os ensaios anteriores, nos quais utilizou-se
pequenos volumes de substrato durante a compostagem. Para estes ensaios, em vez de se utilizar
apenas 12 kg de substrato seco, cada formula¢do contou com 150 kg de substrato seco,
permitindo simular as condigdes de compostagem em escala normal. Para isto, foram testadas
duas formulacdes, uma a base de serragem como principal ingrediente e outra com a inclusao
de bagaco de cana, utilizada em igual propor¢cdo da serragem, conforme descrito também
anteriormente, exceto que a suplementagdo foi feita apenas com 20% de farelo de trigo e 4%
de calcario. Por essa razao o bagaco utilizado para este experimento foi primeiro triturado em
maquina para preparo de silagem e depois moido em um triturador TN-4 elétrico, da marca
Nogueira com rotacdo de 3,300 RPM, até que a maior parte do material atingisse uma
granulometria proxima a granulometria da serragem. Uma amostra foi retirada e passada por
diferentes peneiras granulométricas para avaliar e comparar com a granulometria da serragem.
Conforme os dados apresentados na Tabela 2, 39% do bagaco de cana apresentou fragmentos
com tamanho superior a 2,38 mm, chegando at¢ 10 mm de tamanho, porém, 61% do material

apresentou granulometria proéxima a da serragem.

Tabela 2 — Analise granulométrica do bagaco de cana, apds a trituragdo, em
comparacao com a serragem de eucalipto.

Abertura da Proporcao de cada granulometria
peneira Material
+Mesh mm Bagaco de cana Serragem

8 2,38 39% 2,15%
16 1,19 37% 7,50%
28 0,59 18,50% 16,17%
35 0,42 3,45% 19,75
65 0,21 0,75% 36,25%

>200 <0,074 1,30% 18,18%

Fonte: Do autor (2022).



36

2.4.1 Compostagem e pasteurizacio

Para as duas formulacdes de composto, o material foi previamente umedecido para
apresentar cerca de 65% de umidade. Para isso, a 4gua foi adicionada aos poucos e, a cada
etapa, uma amostra da mistura foi tirada e apertada entre os dedos para aferir a umidade. Apos
isso, os suplementos (farelo de trigo e calcario) foram adicionados e a umidade novamente
aferida, adicionando agua quando necessario. Por fim, foi montada a pilha de compostagem,
utilizando-se uma estrutura de madeira, cujas medidas apresentavam 1 m x 1 x 1m (largura x
comprimento x altura) (Figura 3). A compostagem foi conduzida por até 8 dias, sendo feitas as
reviragens nos dias 2, 4 e 6. Em cada reviragem, a temperatura foi aferida e amostras foram
retiradas para analise do Ph e teor de umidade. Quando necessario, a umidade foi corrigida na
reviragem subsequente, adicionando-se agua de acordo com o resultado preliminar. Nos dias
4 e 6 da compostagem, uma parte de cada substrato foi utilizada para preparar blocos de 1,5 e
2 kg para os substratos a base de serragem + bagaco e serragem, respectivamente. Apos 8 dias,
a compostagem foi encerrada e o material restante foi utilizado para o preparo de novos blocos.
De todos os blocos produzidos de cada tratamento de formulagdo foram separadas unidades
para os tratamentos térmicos, conforme descrito na tabela 3, com 6 repeticdes. O modelo de
pasteurizacdo neste experimento foi o mesmo representado anteriormente na compostagem em
sistema fechado.

Ap6s o resfriamento do substrato, os blocos foram inoculados conforme descrito
anteriormente e incubados a temperatura ambiente para colonizagao do substrato e formagao da
capa marrom. Durante este periodo, avaliou-se o indice de contaminag¢do dos blocos e a
velocidade de colonizagdo do substrato, a qual foi definida pelo nimero de dias necessarios
para a completa colonizagao do substrato.

Para indugao da frutificacao, os blocos de substrato colonizado foram retirados de dentro
dos sacos de PEAD e transferidos para sala a temperatura de 18 a 20°C e umidade relativa do
ar de 90%=5. Apds o inicio da frutificacdo, a colheita dos cogumelos ocorreu diariamente. Os

cogumelos foram coletados e levados ao laboratdrio para pesagem e registro dos dados.

Ap6s cada fluxo de produgdo, os blocos foram transferidos para sala a temperatura ambiente e
mantidos em repouso por 15 dias. Apos este periodo os blocos foram completamente imersos
em agua a temperatura de 18 a 20° C por 24h, com o objetivo de garantir a reidratacdo do
substrato. Apds a imersao, os blocos foram novamente transferidos para o ambiente adequado

para a frutificacao.



Figura 3 — Estrutura e composto final para a producao de 37hitake
em sistema aberto.
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Fonte: Do autor (2022).

Tabela 3 — Tempo de pasteurizagdo e compostagem dos substratos
obtidos por compostagem usando as formulacdes a base
de serragem ou serragem + bagaco de cana.

Tempo de compostagem Pasteurizacao Autoclavagem
12h -
24 h -
4 dias 36h i
- lh
- 2h
- 3h
12h -
24 h -
6 dias 36h i
- lh
- 2h
- 3h
12h -
24 h -
8 dias 36h i
- lh
- 2h
3h

Legenda: Autoclavagem (121° C); Pasteurizagio (80°C).
Fonte: Do autor (2022).
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Figura 4 — Frutificagdo de Lentinula edodes em bloco compostado.

Fonte: Do autor (2022).

A producdo dos cogumelos foi expressa por meio da produtividade (P) e

eficiéncia biologica (EB), de acordo com as equagdes abaixo, conforme DIAS et al., (2003).

Massa fresca de cogumelos (g)

P (%)=

Massa umida do substrato inicial (g)x 100

Massa fresca de cogumelos (g)

EB (%)=

Massa seca do substrato inicial (g)x 100

Os resultados foram agrupados e submetidos a analise de variancia pelo teste F e,
quando significativos, ao teste de Skott Knott para a comparacao entre as médias. As andlises

estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Uso da pasteurizacio severa e/ou autoclavagem para o tratamento do substrato nao

compostado

Os resultados referentes aos indices de contaminacao dos blocos estdo representados na
Tabela 4. De todos os tratamentos avaliados, apenas o tratamento com 12h de pasteurizagdo a
80° C apresentou contaminagdo de todos os blocos. Para os demais, exceto para Pasteurizacao
24h + autoclave 2h, observou-se um indice de 10% de contaminagdo, at¢é mesmo para o
tratamento de autoclavagem, o que qual foi utilizado como controle e considerado como o mais
efetivo. Portanto, os resultados demonstram que, para o substrato ndo compostado, deve-se
utilizar pelo menos 24h de pasteurizagao para o controle da contaminagdo no substrato de

cultivo de L. edodes.

Tabela 4 — Indice de contaminacéio dos blocos em funcéo
dos tratamentos térmicos.
Indice de contaminacgao

Tratamento térmico

(%)
Pasteurizacdo 24h + autoclave 2h 0
Controle- Autoclave 2h + 2h 10
Pasteurizag¢ao 12h + autoclave 2h 10
Pasteurizag¢ao 24h 10
Pasteurizacdo 36h 10
Pasteurizacdo 36h + autoclave 2h 10
Pasteurizag¢ao 12h 100

Fonte: Do autor (2022).

Além do controle da contaminagdo, ¢ importante observar também a capacidade do
fungo colonizar o substrato. Para o presente trabalho, avaliou-se o tempo necessario para a
completa colonizagdo do bloco de substrato. Observou-se que a autoclavagem apresentou um
efeito positivo sobre a colonizagdo do substrato, uma vez que todos os tratamentos que
incluiram a autoclavagem proporcionaram colonizagdo mais rapida quando comparados aos
tratamentos que receberam apenas a pasteurizagdo (TABELA 5). Para os tratamentos de 24 e
36h de pasteurizagao, a colonizagdo dos blocos completou-se com 13 dias de atraso, em relagdo

aos blocos que receberam o tratamento de autoclavagem. E possivel que o processo de
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autoclavagem tenha contribuido para quebrar pelo menos parte da lignina presente no substrato.
A explosao a vapor tem sido um dos métodos mais utilizados para promover a quebra da lignina
em materiais lignoceluloliticos, com o propdsito de tornar a celulose mais acessivel para outros
processos, dentre eles, a fermentagdo para a produgao de etanol de segunda geragao (Obame et
al.,2019; He et al., 2020). Portanto, ainda que o processo de autoclavagem seja mais ameno do
que o processo de explosdo a vapor, € possivel que a temperatura e a pressao utilizados (121°
C/1 atm) tenha contribuido para uma quebra parcial da lignina. Com isso, o fungo pode ter um
acesso mais rapido a celulose presente no substrato e assim ter crescido de forma mais rapida
nos blocos autoclavados. Considerando que L. edodes ¢ um fungo capaz de degradar lignina, a
colonizagdo do bloco aconteceu também nos blocos que foram apenas pasteurizados, porém, de

forma mais lenta.

Tabela 5 —Tempo de corrida micelial, formagao da capa marrom e producao
de cogumelos nos blocos em fun¢do dos tratamentos térmicos.

Tratamentos IC (%) TCM TFCM P (%) EB (%)
Past. 24h + autoclave 2h 0 32 94 dias 2433 a 38,18 a
Controle 10 32 94 dias 9,66 b 14,87 b
Past. 12h + autoclave 2h 10 32 94 dias 29,84 a 4591 a
Past. 24h 10 45 115 dias 2482 a 4771 a
Past. 36h 10 45 115 dias 31,01 a 39,80 a
Past. 36h + autoclave 2h 10 32 94 dias 25,87 a 31,19 a
Past. 12h 100 - - - -

Legenda: IC: indice de contaminagéo; TCM: tempo de corrida micelial; TFCM: tempo de formagao da

capa marrom;P: produtividade; EB: eficiéncia bioldgica; Controle: autoclavado por 2 + 2 horas. Letras

iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Skott Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2022).

Segundo Royse (2009), um tempo de corrida micelial de 18 a 23 dias garante melhores
resultados finais, entretanto, um tempo de 30 dias para a completa colonizacdo dos blocos ¢
considerada satisfatoria. Uma das opgdes para reduzir o tempo de corrida micelial ¢ misturar o
inoculo em todo o substrato de forma uniforme. Para este trabalho, o inoculo foi colocado
apenas na parte superior do substrato, em fun¢do do tamanho do saco e da quantidade de

substrato utilizado (2,4kg/saco).



41

Naturalmente, o tempo para completar a formagdo da capa marrom também foi maior
para os tratamentos de pasteurizagdo apenas. A formacdo da capa marrom ¢ um processo da
maior importancia, sendo considerada chave para a boa produtividade do bloco. Segundo Sousa
et al. (2019), linhagens que apresentam formagao muito tardia da capa marrom sao menos
produtivas. Este processo inicia-se apos a finalizacdo da corrida micelial, que resulta no
escurecimento e formacdo de uma capa coridcea que protege o bloco contra o ressecamento,
cumprindo, a grosso modo, o papel da casca do tronco, quando comparado ao cultivo em toras.
Zied et al. (2016) relataram, em um estudo de selecao de linhagens de shiitake para o cultivo
axénico, uma linhagem que nao formou a capa marrom e também ndo produziu cogumelos.

Apesar da formagao mais tardia da capa marrom nos tratamentos apenas pasteurizados,
nao se observou nenhum efeito negativo sobre a producdo de cogumelos. Surpreendentemente,
os menores valores de produtividade e eficiéncia foram obtidos no tratamento de autoclavagem
apenas (controle). Na verdade, trata-se de um resultado dificil de explicar, uma vez que este
tem sido o procedimento utilizado comercialmente, com 6timos resultados. Sabe-se que os
experimentos com cogumelos apresentam elevado coeficiente de variagao, o que faz com que,
as vezes, nao se observe diferenca estatistica entre os tratamentos. Isso foi observado entre os
tratamentos de pasteurizagdo quando comparados com a associagdo de pasteurizagdo e
autoclave. Entretanto, mesmo com elevado coeficiente de variagdo, os blocos apenas
autoclavados foram significativamente inferiores aos tratamentos de pasteurizacdo e
autoclavagem ou apenas de pasteurizagao, em termos de produtividade e eficiéncia bioldgica,
em fun¢do de algum fator desconhecido. Apesar disso, os resultados deixaram claro que a
pasteuriza¢do a 80° C funcionou muito bem, tanto no controle da contaminagdo como na
produgdo de cogumelos. Como pontos negativos destaca-se a maior demora na corrida micelial
e na formacao da capa marrom, além, ¢ claro, da necessidade de estender o processo por, no
minimo, 24h.

Com respeito a eficiéncia biolodgica, observou-se que os maiores valores nao
coincidiram com os maiores valores de produtividade. E comum observar que um tratamento
apresente a melhor produtividade, enquanto outro tratamento apresenta maior eficiéncia
biologica. Isso pode ocorrer em funcao das diferencas no teor de umidade do substrato em cada
tratamento. Apesar disso, tanto para produtividade como para eficiéncia bioldgica, as diferengas
ndo foram significativas.

Coelho (2019), utilizando substrato a base de borra de café, observou que a colonizacao
de Pleurotus ostreatus no substrato submetido a pasteurizacao foi semelhante aquela obtida no

substrato esterilizado. Entretanto, para P. citrinopileatus, a colonizagdo do fungo foi muito
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melhor no substrato esterilizado, em comparagdo ao substrato pasteurizado. Isso mostra que
espécies diferentes podem responder de modo diferente aos tratamentos térmicos.
Possivelmente, para algumas espécies, a sobrevivéncia de, pelo menos, parte da microbiota no
substrato, pode favorecer a colonizacao pelo fungo, enquanto que, para outras espécies ocorre
o contrario. Apesar disso, mesmo a colonizagdo sendo mais lenta, a eficiéncia biologica tendeu

a ser a mesma para as duas espécies de Pleurotus entre os dois tratamentos térmicos.

3.2 Produtividade de Lentinula edodes em substrato compostado em sistema fechado

3.2.1 Efeito de reviragem sobre as caracteristicas e qualidade do composto

Os dados de pH, temperatura e teor de matéria seca dos substratos estdo descritos na
Tabela 6. Os dados referem-se aos tratamentos de reviragem nas diferentes camadas do
composto, ao final de 4 dias de compostagem no substrato de serragem e farelos.

De modo geral, observou-se uma diminui¢do nos valores de pH em todas as camadas,
entretanto, para o substrato revirado todos os dias, o pH manteve-se mais constante, caindo de
7,5 para 7,0 entre as camadas superior e inferior, respectivamente. Para os outros dois
tratamentos, observou-se uma variagdo mais ampla de pH, indicando uma tendéncia de maior
acidifica¢do na camada mais profunda do substrato quando o mesmo nao foi revirado. Apesar
disso, o pH levemente acido nao constitui um problema, uma vez que L. edodes cresce melhor
em pH entre 4,5 e 5,5 (PHILIPPOUSSIS et al., 2001; MILES; CHANG, 2004). Maciel et al.
(2012) relataram que a velocidade de crescimento de L. edodes diminuiu com a elevac¢do do
pH. J& Andrade (2012) observou baixa produtividade de shiitake produzido em toras tratadas
com cal hidratada, relatando que este método pode causar o desbalanceamento de carbono,
nitrogénio e fosforo, causando assim problemas no crescimento das hifas.

Nao se observou grande elevacao da temperatura durante o processo de compostagem.
Ao final de 4 dias de compostagem, a maior temperatura foi observada na camada superior do
substrato revirado diariamente (49,9°C). Mesmo para este tratamento, a temperatura caiu
drasticamente nas camadas inferiores, inclusive na camada intermedidria. A serragem ¢é
conhecida por ndo ser um substrato adequado para o processo termofilico de compostagem,
provavelmente devido ao elevado contetido de compostos fenolicos (SANTOS et al., 2011;
SANTOS et al., 2012). Apesar disso, chama a ateng¢ao o fato de a temperatura cair nas camadas

inferiores, quando se espera que a mesma seja mantida ou até maior quando comparada a
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camada superior. Provavelmente, este fato pode ser explicado pela aeracao limitada no sistema

utilizado, uma vez que o processo foi conduzido dentro de bombonas.

Tabela 6 — Dados de pH, temperatura, peso seco ¢ umidade do substrato de cultivo
do shiitake submetido a 4 dias de compostagem em sistema fechado, em
fun¢do do numero de reviragens.

Reviragens Uma

Nenhuma

Camadas s . .
Diarias  reviragem reviragem
pH
Superior 7.5 7.5 6.9
Intermediaria 7,2 6 6,9
Inferior 7,0 5,9 5,6
Temperatura (°C)
Superior 499 40,9 46,7
Intermediaria 354 28,6 38
Inferior 26,2 25 249
Peso seco (%)
Superior 46,56 42,43 44,55
Intermediaria 36,37 38,89 47,62
Inferior 41,67 40,68 41,35
Teor de umidade (%)
Superior 53,44 57,57 55,45
Intermediaria 63,63 61,11 52,38
Inferior 58,33 59,32 58,65

Fonte: Do autor (2022).

De acordo com os dados de temperatura coletados, o tratamento 3 (sem reviragens),

apresentou valores mais proximos aos observados por Vieira e Pecchia (2018). Entretanto, para

uma maior seletividade do composto de cultivo, espera-se que ocorra antes uma etapa

termofilica, a qual ¢ essencial para a eliminagdo de patdgenos e para garantir maior estabilidade

microbiana, de modo a prevenir o surgimento de contaminantes durante a colonizagdo do

substrato. Por outro lado, ¢ amplamente conhecido que vérias espécies de cogumelos, dentre

eles, L. edodes, ndo desenvolvem bem em substratos compostados (CHANG; MILES, 2004),

dada a sua natureza como decompositores primarios. Portanto, a escolha do tempo de 4 dias de

compostagem para os proximos experimentos, baseou-se em experimentos preliminares e por

esta premissa de ser um degradador primario. Apesar disso, outro experimento foi conduzido
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mais adiante com diferentes tempos de compostagem para avaliar a produgdo de cogumelos,
porém, em maior escala e em sistema convencional, em vez de bombonas.

Observou-se uma tendéncia de acimulo de umidade apenas no substrato nao revirado,
o que ja era esperado. Apesar disso, o teor de umidade neste tratamento ainda manteve-se dentro
dos limites desejaveis de umidade (55 e 60%), conforme descrito por Royse et al., (2017).
Entretanto, ao se trabalhar com o valor de 65% de umidade, pode ser muito importante fazer,
pelo menos, uma reviragem durante o processo, para evitar anaerobiose na camada inferior do
substrato. A reviragem do substrato ¢ particularmente importante quando se trabalha com
volumes maiores de substrato.

Uma observacdo importante no tratamento sem reviragem foi a ocorréncia de uma
intensa colonizacao por um fungo zigomiceto na parte superior do substrato (Figura 5). Fungos
mesofilos costumam ocorrer durante as primeiras etapas da compostagem nas regides mais
externas, uma vez que estas costumam ser mais frias. Entretanto, essa ocorréncia intensa
costuma desaparecer ao longo do processo, provavelmente em fung¢do do esgotamento dos
acucares prontamente soluveis. Além deste contexto, o surgimento deste zigomiceto
provavelmente foi favorecido pela falta de reviragens e também pelo fato de o substrato ter sido
mantido coberto durante todo o tempo, o que favoreceu maior umidade na superficie do
substrato. Esta ¢ mais uma razdo para que sejam feitas reviragens do substrato durante o
processo de compostagem, em especial no caso de volumes maiores de substrato.

Nao foram observadas diferencas significativas de colonizagao entre os substratos, em
funcdo das reviragens. Em outras palavras, a principio, revirar o substrato durante a
compostagem parece ndo afetar a qualidade do mesmo, para o tempo de compostagem de
apenas 4 dias. Considera-se que a reviragem do substrato ao longo da compostagem seja
importante para favorecer a aeracao do substrato e promover maior homogeneidade. Este tipo
de manejo ¢ considerado essencial para o processo de compostagem, uma vez que trabalha-se
com grandes volumes e longos periodos de tempo. Para o presente trabalho, o fato de trabalhar-
se com um periodo muito curto de compostagem (4 dias), pode tornar possivel eliminar a
reviragem do composto. Entretanto, isso devera ser validado futuramente para volumes maiores
de composto. Neste contexto, conduzir a compostagem sem a necessidade de reviragem podera
significar uma enorme economia de mao de obra.

Em fun¢do dos resultados obtidos até aqui, optou-se por conduzir os préximos ensaios

subsequentes sem fazer a reviragem do substrato.
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Figura 5 — Espécie flngica encontrada no tratamento sem reviragens

Fonte: Do autor (2022).

3.2.2 Efeito do tempo de compostagem sobre as caracteristicas do composto

Nao se observou grandes variagdes de pH e temperatura em fungdo do tempo de
compostagem para as duas formulacdes de substrato (Tabela 7), exceto para a formulagao S+F,
com 6 dias de compostagem, a qual apresentou o pH mais baixo. A formulagdo com bagago de
cana foi incluida neste experimento com a expectativa de que ocorresse uma elevacao da
temperatura, uma vez que a utilizagdo apenas de serragem como ingrediente principal,
normalmente ndo favorece a elevacdo da temperatura. Entretanto, mesmo com a adi¢do do
bagaco de cana, nio se observou a elevacio esperada da temperatura. E possivel que a condugio
do processo dentro das bombonas tenha restringido a aeragao e, consequentemente, limitado o
crescimento dos microrganismos termofilicos.

O teor de umidade inicial dos substratos foi ajustado, para conter 65%. Para a
formulagdo BC+S+F observou-se pequena variagdo em relagdo ao valor proposto inicialmente.
Entretanto, para a formulagdo S+F, apenas o tratamento para o tempo de 6 dias de compostagem
apresentou valor de umidade proximo ao valor tedrico proposto, ao passo que os tratamentos
de 4 e 5 dias ficaram com teor de umidade abaixo de 60%. Provavelmente, isso ocorreu porque
o bagaco de cana tem maior capacidade de absorc¢do de 4gua e em func¢do de que a umidade foi
sendo aferida, a medida que se adicionava agua, apertando uma pequena porc¢ao do substrato
entre os dedos. Como a serragem absorve menos agua, provavelmente, essa formulagdo
permitiu a liberagdo de agua entre os dedos quando o teor de umidade ainda estava abaixo do

desejado.
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Tabela 7 — Parametros fisicos das compostagens em fun¢ao da formulacgdo
dos substratos e tempo de compostagem em sistema fechado.

Dias de compostagem S+BC+F S+F
pH
4 6,36 6,35
5 6,66 6,45
6 6,57 5,14
Temperatura (°C)
4 45,4 46,7
5 46,5 49,6
6 46,1 49,2
Umidade (%)
4 67,4 55,0
5 66,45 58,0
6 65,5 62,5

Legenda: S: serragem; BC: bagago de cana; F: farelos.
Fonte: Do autor (2022).

Problemas de contaminagao foram observados apenas para os tratamentos de 5 e 6 dias
de compostagem (Tabela 8). O maior indice de contaminacao foi observado no substrato com
6 dias de compostagem e, curiosamente, nos blocos autoclavados. Esses resultados indicam que
o substrato obtido nesses tratamentos apresentou uma populagdo microbiana que ndo foi
inteiramente eliminada nem mesmo com a autoclavagem. Como se sabe, a eficiéncia do
processo de autoclavagem depende ndo apenas do tempo e do volume, mas também da
populacdo microbiana presente na amostra. Além disso, os resultados indicam que a
pasteurizagdo teve um desempenho melhor. Provavelmente, isso ocorreu porque o tempo de
pasteurizagao foi muito longo (36h) e, apesar da temperatura inferior (80° C), o processo de
eliminagdo dos contaminantes tenha sido favorecido pelo longo periodo de tempo nesta
temperatura.

Diferencas significativas foram observadas no tempo de coloniza¢ao do substrato em
funcdo do tempo de compostagem e da formulagdo (TABELA 8). Para a formulagao S+F, o
substrato com 6 dias de compostagem autoclavado apresentou a coloniza¢do mais lenta, com
46,6 dias para completar a coloniza¢do do substrato, seguido pelo substrato com 4 dias de

compostagem, com 40 dias. Para os demais tratamentos dentro dessa formulagao, as diferengas
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ndo foram significativas. Para a formulagdo S+BC+F, o melhor tempo de corrida micelial foi
observado no substrato com 4 dias de compostagem pasteurizado, com 30,8 dias para completar
a colonizacdo do substrato. De igual forma, os demais tratamentos para esta formulagdo nao

apresentaram diferengas significativas.

Tabela 8 — Efeito do tempo de compostagem e tratamento térmico sobre a
colonizagao do substrato.

TC TT IC (%) CM (dias)
S+F S+BC+F S+F S+BC+F
4 dias A 0 0 40,0 bB 40,8 aB
4 dias P 0 0 34,8 cC 30,8 bC
5 dias A 20 20 31,1 cC 40,2 aB
5 dias P 0 0 36,0 cC 39,2 aC
6 dias A 20 60 33,4 cC 39,2 aB
6 dias P 0 0 46,6 aA 37,0 aB

Legenda: TC: tempo de compostagem; TT: tratamento térmico; IC (%): indice de contaminagdo; CM:
corrida micelial; A: autoclavagem a 121° C/4h; P: pasteurizacdo a 80° C /36h; S: substrato a base de
serragem ¢ farelos; F: farelos; BC: bagaco de cana. Letras minusculas iguais na mesma coluna e
maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Skott Knott, a
5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2022).

Segundo Royse (2009), um tempo de corrida micelial de 18 a 23 dias em condicdes
adequadas garante crescimento 6timo e melhores resultados finais. Neste experimento, os dias
de fechamento micelial ultrapassaram o estabelecido pelo autor. Apesar disso, o tempo
necessario para completar a colonizagao depende também, além da qualidade do substrato, do
volume do mesmo, quantidade de inoculo e eficiéncia de distribui¢do do mesmo no substrato.

No presente trabalho, todos os blocos formaram capa marrom no periodo estabelecido.
A formacdo da capa marrom ¢ o evento que antecede a formagdo dos primordios e,
posteriormente, a frutificacdo. Em geral, os produtores abrem os blocos com 90 dias em média.
A formagdo da capa marrom ¢ considerada chave para a boa produtividade do bloco, visto que
ja foi observado que linhagens que apresentam formagdo tardia da capa marrom, ou ndo a
produzem, sao menos produtivas ou falham em produzir cogumelos (ZIED et al., 2016; SOUSA

etal. 2019).
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Tabela 9 — Efeito do tempo de compostagem e tratamento térmico
sobre a colonizagao do substrato e producdo de cogumelos
em duas formulagdes de substrato.

TC TT P (%) EB (%)
S+F S+BC+F S+F S+BC+F
4 dias A 11,1a 13,0 a 24,6 b 30,6 a
4 dias P 14,0 a 11,8 a 312a 27,9b
5 dias A 17,4 a 7,8b 41,4 a 21,3b
5 dias P 12,5a 12,5a 29,8 a 344 a
6 dias A 8,1Db 6,8b 21,4b 19.9b
6 dias P 8,7b 84D 22.8b 24,6 b

Legenda: TC: tempo de compostagem; TT: tratamento térmico; IC (%): indice de contaminagdo; CM:
corrida micelial; A: autoclavagem 121° C/4h; P: pasteurizagdo 80° C /36h; S: substrato a base de
serragem e farelos; F: farelos; BC: bagaco de cana; P (%): produtividade; EB (%): eficiéncia biologica.
Letras minusculas iguais na mesma coluna e mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Skott Knott, a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2022).

A maior producao de cogumelos foi obtida no substrato S+F compostado por 5 dias e
autoclavado, com uma média de 435g de cogumelos frescos por bloco. Entretanto, em termos
de produtividade, estatisticamente, este tratamento foi similar aos substratos compostados por
4 dias, tanto autoclavado como pasteurizado (Tabela 9). Para a formulagao S+BC+F, a maior
producdo foi obtida no substrato compostado por 4 dias e autoclavado, o qual ndo diferiu
estatisticamente dos tratamentos de 4 e 5 dias de compostagem, ambos pasteurizados. Quanto
a eficiéncia biologica, os melhores resultados foram obtidos nos tratamentos de 4 e 5 dias,
autoclavados e pasteurizados, respectivamente. Para S+F, a produtividade apresentou valor
numérico superior ao apresentado por S+BC+F, mas, para eficiéncia biologica, houve uma
inversdo, ou seja, STBC+F apresentou maior eficiéncia bioldgica do que S+F. Esse tipo de
comportamento s6 ¢ encontrado quando a umidade dos substratos apresenta diferencas
significativas entre si. E, conforme discutido anteriormente, o substrato S+F apresentou
umidade sempre inferior aquela encontrada no substrato S+BC+F. Apesar de que a
produtividade seja um pardmetro de melhor visualizagdo dos resultados de producdo de
cogumelos e, portanto, mais interessante para o produtor de cogumelos, a eficiéncia bioldgica

¢ um parametro que representa melhor a real conversao do substrato em cogumelos e, portanto,
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trata-se de um parametro mais adequado, uma vez que elimina a subjetividade provocada pelas
diferengas de umidade entre os substratos testados.

Um fato importante a ser mencionado ¢ que os blocos do substrato BC+S+F comegaram
a se desmanchar durante a segunda imersdo em agua, no segundo fluxo de produgdo.
Provavelmente isso ocorreu pelo fato de ter sido usado bagaco de cana apenas triturado em vez
de moido, comprometendo a devida compactacdo do bloco, em fun¢do do tamanho dos
fragmentos de bagaco de cana. Portanto, a baixa compactagao impediu uma colonizacao densa
o suficiente para manter a integridade dos blocos, como ocorre nos blocos do substrato S+F.
Portanto, recomenda-se a utilizacdo de bagaco de cana moido, em vez do bagago apenas
triturado, para este tipo de formulacgao. Este aspecto serd abordado mais adiante neste trabalho.

Em funcao do problema acima relatado, ¢ provavel que a producao de cogumelos no
substrato contendo bagago de cana seria maior do que o que foi observado, em especial para o
tratamento de 5 dias de compostagem submetido a autoclavagem. Possivelmente, se os blocos
ndo tivessem se desmanchado, poder-se-ia ter obtido producdo de cogumelos similar entre as
duas formulagdes. Esses resultados significam que ¢ viavel a inclusdao do bagago de cana na
formulacao do substrato de cultivo do shiitake, substituindo parte da serragem, desde que o
bagaco de cana seja moido até a obten¢do de fragmentos menores do que lcm.

Além disso, os resultados obtidos até aqui permitiram concluir que o processo de
compostagem pode ser conduzido por pelo menos 5 dias e que a pasteurizagdo por 36h
proporcionou resultados de producao similares ao processo de autoclavagem. Entretanto, essas
condig¢des ainda precisariam ser validadas nas condi¢cdes de compostagem em maior volume e
em condi¢des de melhor aeragdo da pilha de compostagem.

Nao hd relatos de materiais compostados para a producao de shiitake (CHANG; MILES,
2004), ainda que haja relatos da compostagem de serragem para a producao de fertilizante
organico (PEDROSA et. al., 2013). A compostagem ¢ utilizada quase que obrigatoriamente
para a producdo do substrato de cultivo dos cogumelos Agaricus (A. bisporus, A. bitorquis e A.
subrufescens (CHANG; WASSER, 2017), estando diretamente associada a estas espécies de
cogumelos. Para espécies de Pleurotus, varios processos podem ser utilizados para o seu
cultivo, tais como o substrato esterilizado em autoclave (SILVA et al., 2014; SIQUEIRA et al.,
2011) mas, também, usando a compostagem e pasteurizacdo a vapor (CASTRO et al., 2004;
SIQUEIRA et al., 2012). Isso nos mostra que os sistemas de compostagem e pasteurizacao
influenciam na produg¢do, dependendo da espécie do cogumelo. Entretanto, para o cultivo do
shiitake, ndo existem relatos sobre a utilizagao de substratos fermentados, mas apenas do uso

de toras e do substrato a base de serragem ou outros materiais esterilizados por autoclavagem
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(CHANG; WASSER, 2017). Em funcdo disso, Chang e Miles (2004) expressaram a
importancia do estudo da utilizacdo de microrganismos termofilicos para a produgdo do
substrato de cultivo do shiitake. Entretanto, desde entdo, ndo se tem conhecimento de qualquer
trabalho com esta abordagem. A auséncia de trabalhos com esta abordagem indica a dificuldade
de se cultivar shiitake em substratos fermentados. Portanto, até onde se sabe, este ¢ o primeiro
trabalho com a utilizacdo de substratos fermentados para o cultivo do shiitake.

Uma das principais vantagens do processo de compostagem, em especial durante a fase
de condicionamento, ¢ a presenga de uma comunidade microbiana termofilica ou semi-
termofilica, a qual torna o substrato de cultivo mais seletivo para a espécie de cogumelo a ser
cultivada. Neste contexto, apds a pasteurizagdo do substrato, promove-se um processo de
condicionamento a uma termperatura mais branda (45 a 50° C) para favorecer o crescimento
desses microrganismos (CHANG; WASSER, 2017; VIEIRA; PECHIA, 2018). Entretanto, para
o presente trabalho, observou-se que a pasteurizagao a 60° C nao resultou em um bom substrato
para o shiitake. Além dos problemas de contaminagdo, observou-se que o micélio de L. edodes
ndo crescia bem, antes mesmo da contaminagdo se estabelecer no substrato. Depois elevou-se
a temperatura de pasteurizacdo para 70° C, entretanto, continuou ocorrendo o problema de
inibi¢do do crescimento micelial, ainda que este tenha sido melhor do que no substrato
pasteurizado a 60° C. Em fun¢ao disso, elevou-se a temperatura de pasteurizacdo para 80° C,
além de se observar a necessidade de se estender a pasteurizagdo além de 12h. Para os
experimentos seguintes, optou-se por utilizar 36h de pasteurizagdo, para ndo se correr riscos de
contaminagdo. O tempo de tratamento térmico foi novamente avaliado no experimento final de
validagdo do processo, cujos resultados serdo discutidos mais adiante. A partir do momento que
passou-se a utilizar a temperatura de 80° C, observou-se que até a coloragdo do substrato ficou
diferente, além de observar-se boa colonizacao pelo fungo.

O cultivo comercial de shiitake no Brasil € feito exclusivamente em substrato a base de
serragem de eucalipto. Entretanto, sabe-se que ¢ possivel fazer o cultivo deste cogumelo em
substratos a base de outros materiais lignoceluldsicos, tais como palha de trigo e bagaco de
cana, os quais variam nos resultados de eficiéncia bioldgica (DELPECH; OLIVIER, 1990;
MATA; HERNA, 2003; MATA; HERNANDEZ 2004). Entretanto, em todos esses trabalhos,
o substrato utilizado foi esterilizado em autoclave ou pasteurizado sem fazer compostagem.

Conforme pode ser observado na tabela 10, o tempo de compostagem de 6 dias
apresentou um nitido efeito negativo sobre a producdo dos cogumelos, independente da
formulacao utilizada ou do tipo de tratamento térmico. Um ponto importante foi que no

substrato compostado por 6 dias, a colonizagdo ocorreu normalmente. Apenas para S+F
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pasteurizado, o tempo de corrida micelial foi maior do que os demais tratamentos. E, com
respeito a formacdo da capa marrom, o processo completou-se em todos os tratamentos.
Portanto, aparentemente, todos os tratamentos pareciam aptos para produzir cogumelos, mas a
eficiéncia biologica foi diferente entre eles. Entretanto, ¢ importante ressaltar que estes ensaios
foram conduzidos dentro de bombonas, onde a aeragdo ficou muito limitada. Dai a necessidade
de se fazer uma validagdo desses resultados em condigdes normais de compostagem.

Conforme discutido anteriormente, o processo de pasteurizacao a 80°C por 36h foi tao
eficiente quanto a autoclavagem no controle da contaminagdo. De modo geral, pode-se dizer
também que a pasteurizacao foi igualmente eficiente para a producao de cogumelos. Mas, deve-
se ressaltar que o melhor resultado de producao de cogumelos foi obtido no tempo de 5 dias de
compostagem e autoclavado, com 17,4% de produtividade e 41,4% de eficiéncia bioldgica para
a formulagdo S+F. Exceto para este tratamento, a formulagdo S+BC+F tendeu a apresentar
produgdo similar 4 formulacdo anterior. O Unico resultado muito discrepante foi para o
tratamento com 5 dias de compostagem autoclavado,

Mata e Hernandez (2003) encontraram EB de 24,8 a 55,6% na producdo de shiitake
cultivado em palha de trigo pasteurizada. Royse et al. (2017) relataram EB de 71% a 89% em
substrato a base de serragem de carvalho, enquanto que no substrato combinando serragem de
carvalho com palha de trigo, a EB variou de 86% a 108%. De igual forma, Mata e Salmones
(2003) relataram EB superior a 100% quando utilizaram bagago de cana na formulacdo do
substrato de shiitake. Esses resultados demonstram, portanto, a viabilidade de se utilizar outros

ingredientes além da serragem como substrato base para o cultivo deste cogumelo.
3.3 Efeito de linhagens sobre o cultivo do shiitake em substrato compostado

Conforme observado nos ensaios anteriores, ndo se observou eleva¢cdo acentuada da
temperatura neste experimento, a qual apresentou uma média de 38,1 °C, com pH de 5,8 e
umidade de 63%. Na tabela 10 estdo apresentados os dados de produtividade de cinco linhagens
de Lentinula edodes. As linhagens de maior produtividade e eficiéncia biologica foram LECAR,
LE6 e CAMBUI, as quais foram superiores estatisticamente as linhagens ATIBAIA e EIRA.
Entretanto, os valores de producao foram inferiores aos melhores resultados obtidos no ensaio
anterior. Este experimento foi conduzido durante um periodo seco, com auséncia de chuva
durante todo o periodo de frutificagdo. Mesmo mantendo a umidade relativa do ar em torno de
90%, percebia-se que a frutificacdo ndo era intensa. Portanto, pode ser que o fungo tenha

mecanismos que o fagam “perceber” as condigdes ambientais naturais. Isso corrobora o relato
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de produtores que a chegada do periodo chuvoso provoca uma explosdo de frutificacdo depois
de um periodo de inverno seco. Além disso, segundo Athayde et al. (2010), o fator clima pode
afetar a producao do shiitake, o que pode ser também influenciado pelo tipo de linhagem.

Em fungdo dos baixos valores de producao das linhagens testadas, serd importante, no
futuro, realizar novos ensaios para avaliar se linhagens diferentes podem se comportar de forma
diferente na presenca de substrato que passou pelo processo de compostagem. Assim como
linhagens diferentes apresentam comportamento diferente quando submetidas ao cultivo
axénico em comparagdo ao cultivo em toras, pode ser também que algumas linhagens sejam

mais adaptadas a substratos compostados.

Tabela 10 — Produtividade e eficiéncia bioldgica de shiitake
em substrato compostado a base de serragem e
farelos, em func¢do da linhagem.

Linhagens Produtividade Eficiéncia Biologica
LECAR 10,76 a 2835a
LE6 10,58 a 27,88 a
CAMBUT 9,54 a 25,14 a
ATIBAIA 8,43 b 18,35b
EIRA 6,68 b 18,07 b

Legenda: Compostagem durante 4 dias no sistema fechado com 70% serragem, 10% farelo de arroz,
10% farelo de trigo, 5% fuba, 5% calcario. Pasteurizacdo a 80°C por 36h. Média de blocos por
tratamento: 5. Letras iguais nas barras ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Skott Knott a
5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2022).

Andrade et al. (2008) observou que o substrato utilizado pode interferir no estagio e
desenvolvimento do basidioma de L. edodes. A figura 6 demonstra a diferenca entre as
linhagens Atibaia e LECAR, ambas diferentes estatisticamente quanto a produc¢ao. Embora a
linhagem Atibaia apresente estipe e pileo robustos, a sua produtividade foi menor quando
comparada com as trés primeiras linhagens. Além da produtividade, a morfologia do basidioma
pode ser muito importante, dependendo do nicho de mercado. Por isso, sera importante
confirmar futuramente a qualidade dos cogumelos produzidos no substrato compostado.
Naturalmente, variagdes sdo encontradas em funcao das diferencas genéticas entre as linhagens.
Mas, sera importante verificar se a introdugcdo de mais uma varidvel, que ¢ o substrato
compostado e se este nao estara favorecendo alteragdes morfoldgicas nos cogumelos

produzidos.
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Figura 6 — Comparagao morfoldgica entre duas linhagens de
Lentinula edodes cultivadas em substrato obtido
por compostagem.

Legenda: Substrato: serragem suplementada com 10% farelo de arroz, 10% farelo de trigo, 5% fuba e
5% calcario, em sistema fechado por 4 dias. A: Linhagem LECAR; B: Linhagem Atibaia.
Fonte: Do autor (2022).

3.4 Cultivo de shiitake em substrato obtido por compostagem aberta utilizando a

formulacao S+BC+FT

Este experimento foi conduzido com o propdsito de se validar os dados obtidos
anteriormente, utilizando a compostagem em pequenissima escala. Para aqueles experimentos,
foi necessario trabalhar com volumes muito pequenos, uma vez que seria inviavel realizar
muitos ensaios utilizando volumes maiores. Em fungdo disso, os ensaios foram conduzidos
dentro de bombonas, com o propdsito de acomodar o material utilizado, considerando que nao
possivel montar as pilhas de compostagem, como normalmente se faz. Entretanto, ja se sabia
desde o inicio que este modelo poderia afetar a aeragdo do substrato e, consequentemente, a
atividade microbiana e, por fim, a temperatura durante o processo de compostagem. Portanto,
para este experimento, utilizou-se um volume suficiente de material para permitir uma pilha de
composto, de forma a favorecer a evolucdo natural da temperatura. Além disso, optou-se
também pela formulagdo S+BC+F por se considerar que a inclusao do bagago de cana poderia
favorecer a elevagdo da temperatura, mesmo que isso ndo tenha sido confirmado no ensaio de
compostagem fechada nas bombonas. Com respeito ao tempo de compostagem, o processo foi
conduzido durante 8 dias, com reviragem a cada dois dias, sendo que amostras foram retiradas
aos 4, 6 ¢ 8 dias de compostagem para a montagem dos blocos para subsequente tratamento

térmico (pasteurizagao e/ou autoclavagem).
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3.4.1 Evolu¢io da temperatura

Conforme se esperava, a temperatura da compostagem subiu de forma significativa
neste sistema, ao contrario do que se observou no processo conduzido dentro de bombonas.
Conforme pode ser observado na figura 13, a temperatura subiu acima de 50 graus nos 4
primeiros dias de compostagem e foi superior a 60 graus a partir dos 6 dias de compostagem,
atingindo o pico de 64°C aos 8 dias de compostagem. Estes resultados confirmaram, portanto,
que a utilizacdo de maior volume e a maior aeragao do substrato foram determinantes para

permitir melhores condigdes para a evolucao da microbiota termofilica do composto.

3.4.2 indice de contaminaciio e crescimento micelial

Os resultados de contaminagdo dos blocos em fun¢do dos tempos de compostagem e
do tipo e tempo do tratamento térmico estdo descritos na figura 7. Os maiores indices de
contaminagdo foram observados nos blocos preparados com o substrato compostado até os 4
dias. Mesmo com o tratamento de autoclavagem, observou-se elevado indice de contaminagdo
com os tempos de 1 e 2h. Mesmo com 3h de autoclavagem, observou-se um indice superior a
10% de contaminagdo. No caso da pasteurizagdo, observou-se um indice de 66,6% de
contaminagdo para o tempo de 12h e inferior a 10% para o tempo de 24h. Apenas com 36h de
pasteurizagdo ¢ que se obteve um indice zero de contaminacao para o substrato compostado por
4 dias. Estes dados sugerem que, com este tempo de compostagem, o substrato ainda manteve
uma populagdo mesofilica muito elevada, o que requer um tempo maior para a sua eliminagao.

A partir dos 6 dias de compostagem, os indices de contaminacdo cairam drasticamente.
Para os tratamentos de autoclavagem de 1 e 2h, os indices de contaminagdo ainda foram
superiores a 10%, entretanto, ndo se observou nenhuma contaminagdo para 3h de autoclavagem.
Mais interessante ainda foi que também ndo se observou nenhuma contaminagdo para a
pasteurizacdo de 12 e 24h. Curiosamente, para o tratamento de 36h observou-se um indice de
6% de contaminagdo, o que pode estar associado a fatores externos de contamina¢do e ndo a
eficacia em si do processo. Mais curioso ainda foi observar que, para o substrato com 8 dias de
compostagem, todos os tratamentos apresentaram contaminacao, exceto para o tratamento de
36h de pasteurizacdo. A temperatura apds os 8 dias de compostagem elevou-se um pouco mais
em comparagao aos 6 dias de compostagem, quando passou de 62,4 para 64 °C. Trata-se de
uma temperatura que favorece o crescimento dos microrganismos termofilicos, o que pode ser

considerado benéfico para a qualidade do composto. Entretanto, ndo foi conduzido o processo



55

de condicionamento para tornar o composto mais seletivo para o cogumelo, mesmo porque nao
se sabe qual seria o efeito deste processo para o crescimento de L. edodes. De qualquer forma,
¢ dificil explicar os maiores indices de contaminagdo nos substratos com 8 dias de

compostagem, em relagdo aos substratos com apenas 6 dias de compostagem.

Figura 7— Indice de contaminagao e temperatura do substrato de bagago de
cana, serragem e farelo de trigo em varios dias de compostagem
e tratamento térmico.
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Legenda: 1 h, 2 h e 3 h: Autoclavado. 12 h, 24 h e 36 h: Pasteurizado. 4 D: 4 dias de compostagem. 6
D: 6 dias de compostagem. 8 D: 8 dias de compostagem. 10 blocos para cada tratamento.
Fonte: Do autor (2022).

O sistema aberto de compostagem usando a formulagao S+BC+FT favoreceu o aumento
da temperatura de forma evidente, quando comparado ao sistema fechado nas bombonas. O pH
do composto apresentou variagao de 5,4 até¢ 5,9 até o final do processo. Esses valores sdao baixos
quando comparados com compostagens mais longas, porém, estao dentro da faixa considerada
ideal para a producdo de shiitake (PHILIPPOUSSIS et al., 2001; CHANG; MILES, 2004). A
umidade do substrato foi de 62%, 64 % e a 67% nos dias 4, 6 e 8 dias de compostagem. Em
todas as reviragens, ocorridas no segundo, quarto e sexto dia, adicionou-se agua com o
proposito de atingir a umidade em torno de 65%. Por isso, observou-se uma umidade crescente
do 4° ao 8° dia de compostagem. Possivelmente, a presenca do bagacgo de cana nesta formulagao
foi importante para alcangar a umidade desejada sem que houvesse o acimulo de 4dgua na
camada inferior da pilha de compostagem. Além disso, ¢ possivel que o bagago de cana tenha

favorecido também a elevagdo da temperatura. Esses fatores, provavelmente, foram importantes
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para garantir uma melhor qualidade do composto, uma vez que valores adequados de pH,
temperatura e umidade sdo importantes fatores para o sucesso do processo (RIBEIRO et.al.,
2017). Evidentemente, a qualidade final do composto tem que ser confirmada por uma boa
colonizagao e, principalmente, por uma boa producgdo de cogumelos.

Os dados de corrida micelial estdo representados na Tabela 11. Observou-se que, dos
blocos que ndo contaminaram, o substrato compostado por 4 dias apresentou boa colonizagdo,
tanto para os tratamentos de autoclavagem como de pasteurizagdo, comparando-se ao substrato
compostado por 6 dias, levando de 36 a 37 dias para fechar a corrida micelial. Entretanto,
conforme discutido anteriormente, o tempo de 4 dias de compostagem nao pode ser considerado
adequado em funcdo dos elevados indices de contaminagdo observados. Por outro lado, o
substrato compostado por 6 dias também apresentou alguns dos melhores resultados de corrida
micelial, tanto para o tratamento de autoclavagem (1, 2 e 3h), como para o tratamento de
pasteurizagdo de 12h. E, neste caso, cabe ressaltar que, para o tempo de 6 dias de compostagem,
foram observados os menores indices de contaminagdo. Portanto, o melhor tratamento,
considerando-se a simplicidade do método, eficiéncia na colonizacdo dos blocos e dados nulos
de contaminacao, € o tratamento com 6 dias de compostagem e 12 h de pasteurizagao.

Para o substrato com 8 dias de colonizagdo, ndo se observou colonizagao do substrato.
Isso significa que, mesmo onde ndo ocorreu contaminac¢do, o micélio de L. edodes nao
encontrou condi¢des favoraveis de crescimento. Isso indica fortemente que o favorecimento do
processo de compostagem, com a elevacdo da populagdo termofilica ndo significa
necessariamente que esta populacao favoreca a colonizag¢ao do substrato por L. edodes. Mesmo
que esses microrganismos tenham sido eliminados pelo tratamento térmico (pasteurizagio ou
autoclave), a presenca dessa biomassa e, consequentemente, de varios metabodlitos ainda
presentes, apresente um efeito inibitorio para o crescimento do fungo. Nos ensaios anteriores,
conduzidos em bombonas, observou-se que o tempo de compostagem de 5 dias apresentou os
melhores resultados. Neste ensaio, em compostagem aberta, o tempo de 5 dias ndo foi avaliado,
entretanto, ficou claro que o processo ndo pode se estender além de 6 dias de compostagem,

pelo menos para esta formulacao contendo bagacgo de cana.



57

Tabela 11 — Efeito do tempo sobre a colonizagdo do substrato em
compostagem de bagaco de cana e farelo de trigo em
sistema aberto.

TC (dias) TT T (h) CM

4 P 12 36 al
6 A 1 36 al
6 A 3 36 al
6 P 12 36 al
6 A 2 37 al
4 A 1 37 al
4 A 2 37 al
6 P 24 40 a3
4 A 3 40 a3
4 P 24 43 a4
4 P 36 43 a4
6 P 36 49 a5
8 A 1 nc
8 A 2 nc
8 A 3 nc
8 P 12 nc
8 P 24 nc
8 P 3 nc

Legenda: TC- tempo de compostagem; TT- tratamento térmico. T- tempo; CM- tempo de corrida
micelial; nc- ndo colonizou. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
Teste de Skott Knott, a 5% de probabilidade.

Fonte: do autor (2022).

3.5 Cultivo de shiitake em substrato obtido por compostagem aberta utilizando a

formulac¢ao S+FT.

Para a formulagao S+FT, optou-se por realizar apenas os tratamentos que resultaram nos
melhores resultados obtidos com a formulacdo S+BC+FT. Por isso, a compostagem foi
conduzida somente até os 6 dias e, para este tempo de compostagem, optou-se por utilizar para
a pasteurizacgao, apenas o tempo de 12h, que foi o melhor tratamento no experimento anterior.
Além disso, nos ensaios anteriores, no sistema de compostagem fechada em bombonas,
observou-se que tempo mais prolongado de compostagem ndo favoreceu a produgdo de
cogumelos. Semelhantemente, para o tempo de 4 dias de compostagem, nao se realizou nenhum
tratamento de pasteurizacdo, uma vez que, para a formulagao S+BC+FT, apenas o tratamento
de 36h foi efetivo no controle da contaminagao.

Os resultados de temperatura e de contaminagdo nos substratos com 4 e 6 dias de

compostagem e os diferentes tratamentos térmicos estdo demontrados na figura 8. Ao contrario
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do que se observou para a formulagdo S+BC+FT, praticamente ndo se observou contaminagao
nos blocos com o substrato S+FT. O tUnico tratamento que apresentou contaminacgdo foi o
substrato com 6 dias de compostagem e 2h de autoclavagem, com um indice de contaminagao
de apenas 2%. Conforme esperado, a temperatura do composto sem o bagaco de cana nao subiu
como observado na formulagdo com bagacgo. Entretanto, no sistema aberto com maior volume,
a temperatura chegou a 41°C aos 4 dias e a 46°C aos 6 dias de compostagem, valores superiores
aqueles observados na compostagem fechada em bombonas. Esses resultados demonstram,
portanto, que a compostagem convencional, em maior volume, de fato, apresenta condigdes
mais favordveis ao desenvolvimento dos microrganismos termofilicos, mesmo para a
formulagdo sem bagaco de cana. Evidentemente, ¢ importante observar também a capacidade

de colonizagao do substrato por L. edodes.

Figura 8 — Temperatura do substrato S+FT durante 6 dias de compostabem
e indice de contaminacao em fungdo do tempo de compostagem
e do tratamento térmico.
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Legenda: 1 h, 2 h e 3 h: Autoclavado. 12 h: Pasteurizado. 4 D: 4 dias de compostagem. 6 D: 6 dias de
compostagem. 10 blocos para cada tratamento.
Fonte: Do autor (2022).

A grande auséncia de contaminagdo no substrato S+FT pode ser explicada
provavelmente por uma menor carga microbiana presente na serragem, em comparagao a uma
maior carga microbiana presente no bagaco de cana. As mesmas caracteristicas que fazem com
que o bagaco de cana seja mais favoravel ao processo de compostagem, evidentemente,
favorece também a uma maior carga microbiana neste material. Evidentemente, mesmo apos a

extracdo do caldo de cana, o bagaco resultante ainda apresenta resquicios de aglucares que



59

podem favorecer o desenvolvimento de varios microrganismos mesofilicos. Isso torna-se
evidente pelo surgimento de muitos bolores no bagaco de cana quando o mesmo ndo ¢
devidamente desidratado apds a sua obtengao. Ao contrario, ndo € comum observar a presenca
de bolores na serragem de eucalipto.

Os dados de corrida micelial nos blocos com os diferentes tratamentos estdo
demonstrados na Tabela 12. O menor tempo de corrida micelial foi observado nos tratamentos
de 4 dias de compostagem autoclavados por 1 ¢ 2h, bem como no tratamento de 6 dias de
compostagem pasteurizado por 12h. Portanto, o tratamento de 6 dias de compostagem
pasteurizado por 12h mais uma vez mostrou-se entre os melhores tratamentos em termos de
colonizacdo do substrato. Este resultado ¢ muito importante, uma vez que o tempo de
pasteurizagdo de 12h ¢ aceitavel como procedimento para o preparo de substratos para o cultivo
de cogumelos, evitando uma onera¢ao muito grande em fung¢ao do custo energético do processo.
Observou-se que, para os trés melhores tratamentos, foram necessarios apenas 16 dias para o
total fechamento micelial do substrato, o que ¢ um resultado muito bom, inclusive muito

superior ao obtido com o substrato S+BC+FT (Figura 9).

Figura 9 — Fechamento micelial completo do substrato S+F

Fonte: Do autor (2022).
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Segundo Royse (2009), um tempo de corrida micelial de 18 a 23 dias em condigdes
adequadas garante Otimo crescimento e melhores resultados finais. Portanto, para este
experimento, observou-se total sucesso no tempo necessario para o fechamento da corrida
micelial. E ¢ importante enfatizar que, para isto, o indculo foi misturado ao substrato em vez de

apenas distribuido na parte superior do mesmo.

Tabela 12 — Efeito do tempo sobre a colonizagao do substrato em compostagem
de serragem e farelo de trigo em sistema aberto.

TC (dias) TT T (h) CM (dias)

4 A 1 16 al
4 A 2 16 al
6 P 12 16 al
6 A 2 18 a2
4 A 3 20 a3
6 A 1 20 a3
6 A 3 24 a4

Legenda: TC- tempo de compostagem; TT- tratamento térmico. T- tempo; CM- tempo de corrida
micelial. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Skott Knott
a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2022).

O efeito da velocidade de crescimento pode estar relacionado ao tipo de substrato
(ASGHER et al., 2008). Entretanto, para este caso, ¢ muito possivel que a maior velocidade de
colonizacdo neste substrato possa estar associada também a uma menor carga microbiana
gerada durante a compostagem. A menor temperatura durante a compostagem indica que houve
também um menor crescimento microbiano, resultando, portanto, numa menor biomassa
microbiana. Essa menor biomassa e correspondente carga de metabolitos microbianos pode ter

apresentado também um menor efeito inibitdrio sobre o crescimento de L. edodes.
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4 CONCLUSOES

A utilizagdo da compostagem para a produg¢do do substrato de cultivo do cogumelo
shiitake mostrou-se viavel, desde que o processo seja conduzido por, no maximo 6 dias, com
pasteurizagao de 12 h a 80°C.

O desempenho agrondmico de L. edodes pode sofrer efeito de linhagem para o substrato
obtido usando esta tecnologia. Entretanto, novos ensaios deverdo ser conduzidos para validar

esta informagao.
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CAPITULO 3

EFEITO DO SUBSTRATO COMPOSTADO UTILIZANDO FARELOS E CASCA DE
CAFE COMO INGREDIENTES NA PRODUTIVIDADE DO COGUMELO Lentinula
edodes

RESUMO

Um dos principais gargalos no cultivo do cogumelo shiitake ¢ a logistica de
fornecimento do substrato de cultivo, pois poucas empresas no pais oferecem esse servigo. Uma
vez que o crescimento ¢ a qualidade dos cogumelos sdo significativamente afetados pelo
ambiente, as condi¢des adequadas de cultivo t€ém sido objeto de muitos estudos. Produzir o
proprio substrato de shiitake requer um nivel de investimento normalmente inacessivel ao
pequeno produtor. A compostagem curta seguida de pasteurizacdo pode ser uma dessas
alternativas de produg¢do, desde que o produtor formule um substrato de qualidade, com uma
suplementagdo adequada. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a compostagem a
base de serragem com diferentes tipos de suplementacdo: farelo de arroz (10 a 30%), casca de
café (5 a 25%), farelo de soja (2,5 a 12,5%) e fuba grosso (20 a 30%). Todos os ensaios foram
conduzidos em bombonas de 50 litros cada, com a umidade padronizada em 65%. O tempo de
compostagem foi de 4 dias e, para a pasteurizagdo, os blocos foram acondicionados em uma
caixa d’agua de 1000 litros, onde o vapor foi canalizado durante 36 horas. O inicio da
pasteurizagdo foi considerado quando a temperatura atingiu 80°C. Apds a pasteurizagdo do
substrato, os blocos foram inoculados em condigdes assépticas com 2% de inoculo. Apods a
inoculagdo, os blocos foram acondicionados até a completa colonizacao e formacgao de capa
marrom, em uma sala a temperatura ambiente. Para a frutificacdo, os blocos foram transferidos
para uma sala climatizada com umidade relativa do ar acima de 80% e 18 a 20°C. A
suplementagdo com 15 a 20% de farelo de arroz apresentou os melhores resultados, com 17,5%
e 35,18% de produtividade e eficiéncia biologica, respectivamente. A suplementacdo com fuba
apresentou baixa producdo de cogumelos com os niveis testados, sendo que a maior
produtividade foi de 8,33% e 18,34% de eficiéncia bioldgica. A adi¢cao de soja provocou uma
elevagdo do pH do substrato de 8,3 a 8,7, conforme o aumento dos niveis de inclusdo.
Provavelmente, isto pode ter sido a causa do comprometimento do crescimento micelial do
fungo, tornando este substrato inadequado para o cultivo do shiitake. Semelhantemente, a
adicao da casca de café, em todos os niveis avaliados, ndo resultou em um bom substrato para
o cultivo do shitake, utilizando a compostagem.

Palavras-chave: shiitake, Lentinula edodes, suplementos, subprodutos.
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ABSTRACT

One of the main bottlenecks in Shiitake mushroom cultivation is the logistic of
supplying the growing substrate, as few companies in the country offer this service. Since the
growth and quality of mushrooms are significantly affected by the environment, the quest for
appropriate growing conditions have been the subject of many studies. Producing one’s own
shiitake substrate requires a level of investment that is typically inaccessible to small growers.
Short composting followed by pasteurization can be one of these production alternatives,
provided that the producer formulates a quality substrate with adequate supplementation.
Therefore, the aim of this study was to evaluate sawdust-based composting with different types
of supplementations: rice bran (10 to 30%), coffee husk (5 to 25%), soybean meal (2.5 to
12.5%), and coarse cornmeal (20 to 30%). All experiments were conducted in 50-litter drums,
with standardized moisture content of 65%. The composting process lasted for 4 days, and for
pasteurization, the blocks were placed in a 1000-liter water tank and steam pasteurized for 36
hours. Pasteurization was considered initiated when the temperature reached 80°C. Following
substrate pasteurization, the blocks were aseptically inoculated with a 2% inoculum. After
inoculation, the blocks were conditioned until complete colonization and formation of the
brown film, within a room maintained at room temperature. For fruiting, the blocks were
transferred to a climatized room with an air relative humidity above 80% and a temperature
range of 18 to 20°C. Supplementation with 15 to 20% rice bran showed the best results, with
productivity and biological efficiency reaching 17.5% and 31.18%, respectively. Cornmeal
supplementation resulted in a limited mushroom production at the test levels, with the highest
productivity recorded at 8.33% and biological efficiency of 18.34%. The addiction of soybean
led to an increase in substrate pH from 8.3 to 8.7 as the inclusion levels increased. This pH
elevation likely contributed to compromised fungal mycelial growth, rendering the substrate
unsuitable for shiitake cultivation. Similarly, the addiction of coffee husk across all evaluated
levels did not result in a viable substrate for shiitake cultivation using composting methods.

Keywords: shiitake, Lentinula edodes, supplements, by-products.
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1. INTRODUCAO

A fungicultura no Brasil ¢ um setor que ainda depende de investimentos no
desenvolvimento tecnologico, tanto no ambito das condigdes sdcio-econdmicas como nos
aspectos geograficos dos produtores, com as mais variadas condigdes, inclusive da
disponibilidade de matérias-primas. Além disso, o cultivo do cogumelo shiitake tem como um
dos grandes gargalos a logistica para o fornecimento do substrato de cultivo, uma vez que
poucas empresas prestam este servigo no pais. Soma-se a isso a preocupagao com os efeitos que
as condicoes de cultivo sobre o sucesso do cultivo, levando a necessidade de muitos estudos
sobre o assunto (SEO; KOO, 2009).

Segundo Atila (2021), ha uma grande preocupacio por parte dos produtores com a
eliminacdo do Trichoderma spp, principal contaminante dos substratos de L. edodes.
Entretanto, um bom controle dos indices de contaminagdo requer uma estrutura laboratorial,
tanto para a esterilizacdo do substrato, como para a inoculagdo asséptica do mesmo. Esta
estrutura, porém, ¢ inacessivel para a maioria dos produtores. Uma das alternativas ao processo
de autoclavagem ¢ a pasteurizacdo severa, a qual requer uma infraestrutura de custo muito
menor quando comparado a autoclavagem. Segundo Rosseto ef al. (1996), a pasteurizagao
ocorre através do calor umido, que, ao ser injetado, faz com que a temperatura do composto
permaneca entre 60-100°C, durante um periodo de tempo que pode variar de 6 a 36 horas.
Apesar disso, nao ha relatos sobre uma metodologia padronizada para as condigdes brasileiras.

O shiitake ja foi cultivado convencionalmente em toras de madeira, principalmente em
toras de eucalipto e castanheira, porém, atualmente, o cultivo ¢ feito predominantemente em
substrato a base de serragem ou outros subprodutos agroindustriais e gramineas, no sistema
axénico (MAHDIZADEH et al., 2021). Os farelos de trigo, arroz e soja sao os suplementos
mais comuns na producao do substrato de cultivo de cogumelos. Entretanto, esses farelos sao
subprodutos utilizados também em outros setores da economia. Além da necessidade da
otimizagdo da sua utiliza¢do, com o intuito de reduzir os custos de produgdo, ¢ importante
buscar também novas alternativas de suplementacao, de acordo com as caracteristicas regionais,
e, principalmente, com o menor custo possivel.

A casca de café ¢ um residuo produzido de forma abundante no Brasil, uma vez que o
pais destaca-se no cenario mundial dentre os maiores produtores de café. Trata-se de uma
matéria-prima rica em nitrogénio e que pode ser utilizada como um dos ingredientes da
formulacao do substrato de cultivo de cogumelos (DIAS et.al., 2003). Apesar disso, outros

estudos mostram a necessidade de tratamento térmico prévio da casca de café para que a mesma
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seja utilizada com sucesso. Entretanto, o tratamento térmico prévio significa um custo
energético adicional ao processo de pasteurizacdo. Por isso, seria interessante avaliar a
utilizacao da casca de café associada ao processo de compostagem.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a produtividade de
Lentinula edodes em substrato compostado a base de serragem, utilizando farelo de arroz, fuba

grosso € soja, em comparagao a casca de café como suplementos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo do inoculo

Para estes experimentos foi utilizada a linhagem de Lentinula edodes denominada de
LECAR pertencente a Micoteca do Laboratorio de Cogumelos Comestiveis. A linhagem foi
previamente selecionada através de testes de produtividade, sendo a mais produtiva no substrato
compostado. Dessa forma, a linhagem foi reativada e mantida em meio de cultura BDA,
incubada a 25° C, sendo esta cultura considerada a matriz primaria para o preparo do inoculante.
J4 a matriz secundaria, foi preparada em substrato a base de serragem, com 20% de farelo de
trigo e 2% de calcario calcitico. O substrato base para a producao do inoculo foi acondicionado
em frascos de vidro, com capacidade para 400g cada. Para a protecdo dos frascos, foram
utilizadas tampas furadas e vedadas com fita micropore, para permitir trocas gasosas. Os frascos
foram autoclavados por 2 horas a 121 °C. Depois de 24h, foram inoculados com 4 discos de 5
mm de didmetro das colonias cultivadas em BDA. Os frascos foram incubados a temperatura

de 25 °C+£3°C, por 3 semanas ou até a completa coloniza¢do do substrato.

2.2 Formulacao dos substratos

Os experimentos foram realizados em 4 ensaios, utilizando farelo de soja, fub4, farelo
de arroz e casca de café, como suplementos do substrato a base de serragem, em sistema de
compostagem. Além da compostagem, avaliou-se também a suplementa¢do da serragem com a
casca de soja, porém, no sistema axénico, com a possibilidade de se testar também esta matéria-
prima futuramente no processo de compostagem. Todos os ingredientes foram formulados com
base na matéria seca e a umidade foi calculada para que os substratos finais apresentassem 65%

de umidade. A formulagao dos substratos esta representada na tabela 1.

2.3 Compostagem e Pasteurizacio

Para a avaliagdo da produtividade de cada ingrediente proposto, foram realizadas
compostagens de 4 dias, sem nenhuma reviragem. Em ensaios preliminares tempos inferiores
a 4 dias e superiores a 6 dias ndo apresentaram boa coloniza¢do ou contaminaram muito. Além
disso, um teste avaliando a colonizagdao sem o manejo das reviragens mostrou-se eficiente para
a producdo de shiitake. O processo foi conduzido em bombonas de 50 L, que denominamos

como sistema fechado, em fun¢do do pequeno volume de substrato utilizado. As bombonas
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utilizadas apresentam capacidade para cerca de 12 kg de substrato seco, e foram produzidos 8
blocos para cada nivel proposto. Em todos os experimentos, a umidade do substrato foi ajustada
para 65%. Os ingredientes e a 4gua foram misturados em betoneira na posi¢do mais horizontal

possivel durante 5 minutos.

Tabela 1 — Formulagdes dos substratos para os ensaios de compostagem,
com diferentes niveis e tipos de suplementos.

Substratos Ingredientes

Serragem Farelo de arroz  Calcario
85% 10% 5%

1 80% 15% 5%
75% 20% 5%
70% 25% 5%
65% 30% 5%
Serragem Farelo de soja Calcario
92,5% 2,5% 5%

) 90,0% 5,0% 5%
87,5% 7,5% 5%
85,0% 10% 5%
82,5% 12,5% 5%
Serragem Fuba Calcario

3 75% 20% 5%
70% 25% 5%
65% 30% 5%
Serragem Casca de café Calcario
90% 5% 5%

4 85% 10% 5%
80% 15% 5%
75% 20% 5%
70% 25% 5%

Fonte: Do autor (2022).

Para cada tratamento, amostras foram retiradas para determinagao do pH e teor de
umidade. Para o pH, utilizou-se um volume da amostra para dois volumes de 4agua. Para a
determinagdo do teor de umidade, as amostras foram mantidas em estufa a 65° C até atingir
peso constante, o que ocorreu normalmente em até 48 horas.

Apo6s a montagem dos blocos, estes foram colocados em uma caixa de 1000 I, onde para

cada ensaio, os blocos foram dispostos de forma aleatéria. O vapor de dgua que dava acesso a
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caixa através de mangueiras, saia das valvulas de saida de ar de duas autoclaves proximas. As
mangueiras foram encaixadas no fundo da caixa, por baixo de um estrado de madeira onde os
blocos eram colocados. Dessa forma, o vapor era direcionado de baixo para cima, atingindo
todos os blocos. Para o monitoramento da temperatura, foram usados 5 termdmetros no interior
dos blocos, nas seguintes posicdes na caixa: base, topo, meio, lateral direita, lateral esquerda;
sendo que o tempo de pasteurizagdo foi contado quando o termometro do topo atingiu 80°C. A
caixa foi fechada com tampa propria e coberta com lona plastica, para amenizar a perda de
vapor. A pasteurizacao foi conduzida a 80°C por 36h, de acordo com testes anteriores. Apds o
resfriamento até atingir temperatura ambiente, os blocos foram inoculados em condig¢des

assépticas, utilizando a propor¢ao de 2% da matriz secundaria.

2.4 Colonizacio do substrato e formacio da capa marrom

Apds a inoculagdo, os blocos foram mantidos em temperatura ambiente para
colonizagdo do substrato e formagao da capa marrom. Quando o substrato foi completamente
colonizado, deu-se inicio a0 manejo para formagao da capa marrom. Para isso, a luz foi mantida
acesa durante o dia e o plastico dos blocos era descolado do substrato periodicamente, para

favorecer a aeracao da superficie do mesmo.

2.5 Frutificacio e colheita dos cogumelos

Para indugao da frutificagao de todos os substratos, estes foram abertos com 104 dias e
submetidos a temperatura de 18 a 20°C e umidade acima de 80% em sala com ar-condicionado
e sistema de nebulizacdo. Apods o inicio da frutificacdo, a colheita dos cogumelos ocorreu
diariamente. Os cogumelos foram coletados e levados ao laboratdrio para pesagem e registro

dos dados.

2.6 Imersao dos blocos apés o primeiro fluxo

Ap6s cada fluxo, os blocos foram mantidos em repouso a temperatura ambiente e sem
umidificacao por cerca de 15 dias. Apos esse periodo, os blocos foram imersos em agua fria
para recuperar a umidade interna do substrato e levados de volta ao ambiente refrigerado para
inducdo do proximo fluxo de producdo. Esse procedimento foi repetido para 3 ou 4 fluxos, de
acordo com a resposta de frutificagdo. Quando os blocos apresentavam problemas de

contaminagdo ou nao apresentavam mais frutificacao, os mesmos eram descartados.
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2.7 Produtividade e eficiéncia biologica

A producgdo dos cogumelos foi expressa por meio da produtividade (P) e eficiéncia

bioldgica (EB), de acordo com as equagdes abaixo, conforme Dias et al., (2003).

Massa fresca de cogumelos (g)

P (%)=

Massa umida do substrato inicial (g)x 100

Massa fresca de cogumelos (g)

EB (%) =

Massa seca do substrato inicial (g)x 100

2.8 Analise Estatistica

Os dados de producdo de cogumelos foram agrupados e submetidos a andlise de
variancia pelo teste F, e quando significativos, procedeu-se a andlise de regressdo para os
ensaios de niveis de farelos, a 5% de probabilidade, e o teste de Scott Knott para os demais. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,

2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Compostagem do substrato a base de serragem suplementada com farelo de arroz

A medida que se aumentou a concentragio do farelo de arroz no substrato, observou-se
uma redu¢do no pH do substrato, atingindo os valores mais baixos nos tratamentos com 25 e
30% de farelo (Tabela 2). Provavelmente, os tratamentos com maior inclusao de farelo de arroz
favoreceram o processo fermentativo com consequente aumento na produgdo de acidos pelos
microrganismos fermentadores. Normalmente, os substratos para cultivo dos cogumelos sao
ajustados para pH em torno de 7,0 (ZIED et al., 2016). Apesar disso, esses valores (6,3 ¢ 6,4)
ainda estdo dentro da faixa de pH ideal de crescimento dos fungos de modo geral, uma vez que
0s mesmos apresentam bom crescimento em pH 4acido (5,5 a 6,5). Porém, ¢ interessante que o
pH inicial do substrato seja um pouco mais elevado, uma vez que, durante o processo de
colonizacao, o pH torna-se ainda mais 4cido. Por isso, ¢ importante trabalhar com um pH inicial
um pouco mais elevado, por volta de 7, considerando que o ciclo de cultivo do cogumelo
estende-se por alguns meses € o metabolismo do fungo tende a tornar o substrato cada vez mais
acido. Apesar dessa recomendacdo, nem sempre se alcanca pH 7 no substrato, mesmo com a

adi¢do de calcario, dependendo dos ingredientes utilizados na formulagao do substrato.

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos do substrato a base de serragem
suplementada com diferentes niveis de farelo de arroz,
ap6s compostagem 4 dias, sem reviragem.

Farelo de arroz pH final Umidade final (%) Temperatura
10% 7,2 54,7 46,2
15% 7,0 50,9 45,2
20% 6.9 53,6 45,8
25% 6,3 53,2 46,3
30% 6,4 52,6 46,8

Fonte: Do autor (2022).

O teor de umidade dos substratos ficou abaixo do valor teérico sugerido (60 a 65%).
Normalmente, a umidade do substrato vai sendo ajustada pela adicdo de agua até que se
observou um leve escorrimento de d4gua quando se pressiona uma pequena amostra entre 0s
dedos. Provavelmente o teor de umidade inicial ficou abaixo do esperado porque a serragem
apresenta uma baixa capacidade de absor¢ao de dgua quando no seu estado original. Segundo
Royse et al. (2017), o teor de umidade do substrato para cultivo de cogumelos deve estar entre

55 e 60%, porém, para este experimento, os valores ficaram entre 50,9 e 54,7%. No caso do
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cultivo do shiitake, esse problema pode ser corrigido quando os blocos sdo imersos em agua
para o segundo fluxo, quando ocorre a reidratacdo dos mesmos.

O aumento da concentragdo do farelo de arroz resultou no aumento da produtividade e
eficiéncia bioldgica, até¢ uma concentragdo entre 15 e 20% (Figura 1 e 2). A partir de 20% de
concentragdo, a produ¢do de cogumelos caiu. Para o cultivo axénico, a adi¢do de farelos ocorre
dentro de uma faixa de 10 a 20% (ZIED et al., 2016). De acordo com Donini et al. (2009), o
aumento da concentracdo de farelos (arroz, trigo e fubd) de 10 para 20% ndo resultou em maior
producdo de shiitake. L. edodes ¢ um fungo sapréfita que apresenta bom crescimento em
substratos de elevada relagdo C/N e isso explica por que o enriquecimento do substrato a partir
de certo ponto ndo resulta em maior produgdo de cogumelos. Entretanto, para o presente
trabalho, a utilizacdo de maiores concentracdes de farelo tinha como objetivo avaliar o seu
efeito também sobre a qualidade da compostagem, porém, isso também ndo ocorreu.

De acordo com Hernandez e Mata (2004), a faixa de 20 a 30% de EB ¢ comercialmente
aceitavel para L. edodes, a qual esta abaixo do maior valor encontrado neste trabalho (35,18%).
Os menores valores para estes dois parametros foram obtidos com 10% de farelo de arroz, com
3,42% para a produtividade e 6,25% para a EB. Neste trabalho, o tempo para fechamento
micelial dos blocos foi de 42 dias para os niveis de 10 e 15% de farelo de arroz, de 31 dias para
os niveis 20 e 25% e 36 dias para o nivel de 30% de farelo de arroz. Resultados semelhantes
foram encontrados por Marino e Abreu (2008), que realizaram a suplementagdao com 10% de
farelo de trigo e 10% de farelo de arroz em substrato para cultivo do shitake. Para Rossi e
Machado (2001), o farelo de arroz estimula o crescimento micelial de diversas espécies de
cogumelos, promovendo, assim, a rapida coloniza¢do do substrato. Por outro lado, a
produtividade de cogumelos pode aumentar, caso haja o consorcio entre dois ou mais farelos.
Ainda ha necessidade de se avaliar o efeito da adi¢ao de nutrientes minerais, tais como fosforo,
potassio e magnésio, ou até mesmo alguns elementos-traco. Apesar de serem decompositores
naturais de madeira, esses fungos podem depender de maior equilibrio na sua composi¢ao
nutricional para uma produgdo eficiente de cogumelos. Portanto, serd muito importante avaliar
a adicdo destes nutrientes no substrato de cultivo na forma mineral, de forma que se possa

compreender melhor a sua importancia.
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Figura 1 — Produtividade de Lentinula edodes em funcdo dos niveis de
farelo de arroz na compostagem.
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Legenda: Compostagem em sistema fechado. Pasteurizagdo a 80°C por 36h. Média de blocos por
tratamento: 5. Teste de Regresséo.
Fonte: Do autor (2022).

Figura 2 — Eficiéncia Bioldgica de Lentinula edodes em fungao dos niveis de
farelo de arroz na compostagem.
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Legenda: Compostagem em sistema fechado. Pasteurizagdo a 80°C por 36h. Média de blocos por
tratamento: 5. Teste de Regressao.
Fonte: Do autor (2022).



76

3.2 Compostagem do substrato a base de serragem suplementada com fuba grosso

Este tratamento foi o inico, dentre todos os tratamentos de suplementacao testados neste
trabalho, que nao resultou na elevacao da temperatura. Em todos os outros tratamentos, a
temperatura ultrapassou os 40° C (46,8 para o farelo de arroz, 45,1 para o farelo de soja e 43,9
para a casca de café, mas para o fubd, a maior temperatura observada foi de 26,5° C quando se
utilizou 30% de fuba (Tabela 3). Portanto, ainda que se tenha observado uma elevacido da
temperatura do menor para o maior teor de fuba, essa elevagao foi muito baixa. Além disso,
exceto pela casca de café, todos os niveis de suplementagdo permitiram elevacao da temperatura
acima de 40° C. Para o menor nivel de farelo de arroz utilizado na compostagem (10%), atingiu-
se uma temperatura de 46,2° C, enquanto que para o menor nivel de farelo de soja (2,5%), a
temperatura ao final da compostagem foi de 41° C.

A baixa temperatura alcancada durante a compostagem com a suplementac¢do com fuba
grosso poderia ser explicada devido ao menor teor de proteina bruta (8-9%) em relagdo ao farelo
de arroz (14-16%), por exemplo. Um menor teor de nitrogénio no substrato seria um fator
limitante para o crescimento da microbiota local e, consequentemente, para o processo de
fermentagdo (MOTHE et al, 2005). Porém, os resultados obtidos com os outros suplementos
tornam evidente, que o teor de nitrogénio esta longe de ser o fator limitante no tratamento com
fuba. Por exemplo, quando se utilizou farelo de arroz, o nivel de 10% do farelo proporcionou
uma temperatura de 46,2° C e com este nivel de farelo, o teor de nitrogénio foi menor do que o
teor de nitrogénio proporcionado pelo nivel de 30% de fuba. Portanto, ha outros fatores
nutricionais envolvidos no processo que fizeram com que a compostagem utilizando fuba nao
proporcionasse uma eleva¢do da temperatura compativel com os demais tratamentos. Esses
resultados reforcam, portanto, o argumento de que o estudo de outros nutrientes pode ser muito
importante para o aperfeigoamento do processo de compostagem para a producao do substrato
de cultivo de cogumelos.

Com respeito ao pH, observou-se o processo de alcalinizagdo do substrato assim como
ocorreu nos demais tratamentos de suplementagdo. Esses resultados indicam que, apesar da
suplementagdo com fuba nao ter favorecido o crescimento dos microrganismos termofilicos, a
mesma foi suficiente para o crescimento de outros microrganismos, os quais atuaram no
processo fermentativo.

De acordo com a produtividade e eficiéncia bioldgica, os resultados foram também

bastante diferentes daqueles encontrados com a suplementagdo com farelo de arroz. Além de
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uma produgdo menor de cogumelos em todos os niveis testados, ndo se observou um aumento

da produgdo em fun¢do do aumento do nivel de fuba acrescentado a serragem (Figura 3).

Tabela 3 — Parametros fisico-quimicos do substrato a base de serragem
suplementada com diferentes niveis de fuba, apds compostagem
de 4 dias, sem reviragem.

Fub4a de milho pHinicial pH final = Umidade final (%) Temperatura final (°C)

20% 6,4 7,2 50,9 25,1
25% 6,4 7,4 54,8 25,5
30% 7,0 7,6 53,7 26,5

Fonte: Do autor (2022).

Mata e Gaitan-Herndndez (2004) relataram uma produtividade de 13,9% quando
utilizaram apenas palha de trigo como substrato para cultivo do shiitake. A palha de trigo
apresenta um teor de nitrogénio de 0,67% em média, ou seja, trata-se de um substrato que ndo
necessita de suplementagdo para garantir uma boa producdo de cogumelos. Portanto, varios
tipos de palhas ou até fenos (braquiaria, coast-cross, etc), poderiam ser utilizados para o cultivo
do shitake. Entretanto, além da necessidade de triturar esses materiais para garantir a
compactagdao minima necessaria, esses materiais apresentam a “desvantagem” de apresentar um
teor protéico normalmente muito acima daquele necessario para a relagdo C/N ideal para o
cultivo do shiitake. Uma das possibilidades seria combinar essas palhas ou fenos com materiais
mais pobres em nitrogénio tais como a serragem de eucalipto ou bagago de cana.

Ranjbar e Olfati (2017) utilizaram serragem de espécies nativas suplementada 30% de
farelo de trigo e obtiveram uma eficiéncia bioldgica de 94,8%. Entretanto, segundo os autores,
houve uma queda drastica na produgdo de cogumelos quando se utilizou farelo de arroz ou fuba
isolados. Esses resultados demonstram que os farelos podem responder de forma diferente, nao
apenas em fun¢do do seu teor protéico, mas em funcdo ou da qualidade das suas proteinas ou
de outros nutrientes, tais como macro e micronutrientes, cujo balango pode ser um fator muito
importante, porém, ainda ndo abordado de forma adequada. Outro aspecto importante ¢ que a
combinacdo de diferentes tipos de farelos, tais como farelo de trigo, farelo de arroz e fuba pode
ser o0 mais interessante.

Observa-se que os niveis de farelo de arroz de 10, 15 e 20% equivalem,
aproximadamente, aos niveis de 20, 25 e 30% de fubd, considerando-se o teor final de
nitrogénio estimado a partir destes dois suplementos (Tabela 4). Em fung¢ao disso ¢ que ndo se

incluiu no presente estudo os niveis de 10 e 15% de fub4, os quais resultariam em substratos
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com teor de nitrogénio muito baixo. Mas, de acordo com os dados comparados na tabela 4, fica
evidente que o aumento do teor de nitrogénio promovido pela incorporagcdo de maiores niveis
de fuba ndo correspondeu a uma maior producdo de cogumelos. Quando se utilizou farelo de
arroz, o substrato com 0,47% de nitrogénio resultou em resultou em 17,5% de produtividade,
porém, quando utilizou-se fubd, o substrato com 0,46% de nitrogénio resultou em apenas 7,8%

de produtividade.

Figura 3 — Produtividade e eficiéncia biologica de Lentinula edodes
em func¢ao da variagdo de farelo de fuba no substrato.
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Fonte: Do autor (2022).

Tabela 4 — Produtividade e eficiéncia bioldgica do shitake em
funcdo do teor de nitrogénio incorporado ao
substrato de cultivo para a compostagem.

Proporcao Substrato suplementado com farelo  Substrato suplementado com Fuba

(%) de arroz
N(%) P(%) EB(%) N P(%) EB(%)
10 0,36 3.4 6,2 - - -
15 0,47 17,5 34,4 - - -
20 0,58 16,3 35,2 0,39 8.3 18,3
25 0,70 16,1 34,4 0,46 7,8 15,2
30 0,81 14,7 243 0,52 6,3 13,5

Legenda: P=Produtividade; EB=Eficiéncia Bioldgica; N=Nitrogénio.
Fonte: Adaptado de FEEDPEDIA (2023).
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Os valores de nitrogénio da Tabela 4 foram retirados de Feedpedia (2023) para a
comparac¢do dos dados. Observa-se que os niveis de farelo de arroz de 10, 15 e 20% equivalem
aos niveis de fuba de 20, 25 e 30%, aproximadamente, sendo que o nivel de 15% de farelo de
arroz equivaleu quase exatamente ao nivel de 25% de fub4a em termos de porcentagem de

incorporagao de nitrogénio no substrato a partir destes dois suplementos
3.3 Compostagem do substrato a base de serragem suplementada com farelo de soja

O experimento de compostagem com o farelo de soja foi realizado utilizando valores
menores de farelo, em comparagdo ao experimento com farelo de arroz e fubd, considerando
que o farelo de soja ¢ muito mais rico em proteina em comparagdo aos outros dois farelos.
Portanto, as concentracdes de farelo de soja foram calculadas para se adequar a uma faixa de
nitrogénio semelhante aquela obtida com os niveis de farelo de arroz. O farelo de soja ¢ um dos
farelos utilizados em vérias formulacdes de substrato de cultivo de cogumelos, mas, dado o seu
elevado teor proteico, ¢ utilizado em concentragdes pequenas. Por esta razdo, o farelo de soja
foi testado também no processo de compostagem para o cultivo do shiitake.

A adi¢do do farelo de soja no substrato resultou em um escurecimento anormal durante
a compostagem, principalmente na parte superior do substrato (Figura 4). Além disso,
observou-se a geracdo de um odor bastante desagradavel, resultando na atragdo de muitas
moscas. O farelo de soja ¢ utilizado na compostagem para producdo do substrato de cultivo de
outras espécies de cogumelos, inclusive do Agaricus subrufescens. Entretanto, até o momento,
ndo houve relatos sobre este tipo de problema. Isto pode estar associado as caracteristicas da
serragem, cuja composi¢ao pode favorecer algum tipo de reacdo indesejavel com o farelo de

soja.

Figura 4 — Diferencas de coloragdo entre os substratos a base de
serragem suplementados com farelo de soja (a esquerda)
e farelo de arroz (a direita).
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Outro aspecto importante foi a elevacdo do pH com a adi¢do do farelo de soja, em
qualquer um dos tratamentos. Normalmente observa-se um processo de acidificagdo, resultando
em pH abaixo de 7. Entretanto, para o experimento com farelo de soja, todos os tratamentos
apresentaram pH final acima de 8 (Tabela 5). Em todos esses tratamentos, o pH inicial estava
em torno da neutralidade, de modo que o efeito alcalinizante do farelo de soja ficou evidente.

Com respeito a temperatura, o aumento da concentragdo do farelo de soja também ndo
favoreceu o crescimento de termofilos a ponto de provocar a elevagao da temperatura, assim

com o foi observado em todos os experimentos anteriores.

Tabela 5 — Parametros fisico-quimicos do substrato a base de
serragem suplementado com diferentes niveis de farelo
de soja, com 4 dias de compostagem.

Farelo de Soja pH inicial pH final = Umidade final (%) Temperatura final

2,5% 7,4 8,3 50 41
5% 7,1 8,5 52,56 44,2
7,5% 7 8,5 51,3 42,3
10% 6,9 8,6 50,81 45,1
12,5% 6,8 8,7 54,09 42,1

Fonte: Do autor (2022).

Alguns trabalhos relatam alguns problemas que ocorrem na bioquimica da
compostagem, caso haja algum desbalanco de nitrogénio e aeragdo no processo. De Guardia et
al. (2010), observaram que, com o aumento da taxa de aeracdo da compostagem utilizando
dejetos suinos com serragem, os niveis de amonia foram dissipados, ocorrendo, portanto, a
redu¢do da mesma. Os mesmos autores explicam que se ha uma baixa concentragdo de
nitrogénio inicial, a nitrificagdo (processo que assimila a amonia para a produgdo de nitrato)
ocorre imediatamente, trazendo qualidade ao composto. Todavia, no caso de altas
concentragdes, 0s microrganismos nitrificantes se desenvolvem lentamente. Esse mecanismo
de nitrificagdo favoravel, também ¢ relatado por alguns autores como sendo um mecanismo
dependente da aeracdo (LEMUS; LAU, 2002). Dessa forma, a falta de oxigenagao pela falta de
aeragdo (compostagem ndo revirada em bombonas), associada ao tipo de proteinas do farelo de
soja, pode ter resultado no maior acimulo de amonio, cuja dissipagdo nao ocorreu pela auséncia
de aeracdo. O amoénio possui pH alto (9,25) o que explica os dados de pH acima de 8,0 deste
trabalho (Tabela 5) (LIDE, 2009). Além disso, ainda ha a possibilidade de alguma reagao
desconhecida do farelo de soja com a serragem, uma vez que essas reagdes ainda nao tinham

sido observadas em nenhum dos experimentos anteriores.
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Por fim, como j4 era esperado, os blocos preparados com o substrato contendo niveis de
farelo de soja, ndo apresentaram qualquer sinal de colonizagdo, mostrando-se completamente
inadequados para o cultivo do shiitake. Portanto, a utilizagao do farelo de soja ndo se mostrou
uma alternativa como suplemento para a producdo do substrato de shiitake obtido por

compostagem.

3.4 Compostagem do substrato a base de serragem suplementada com casca de café

A utilizag¢do da casca de café no substrato obtido por compostagem foi realizada com o
intuito de definir o limite méximo de aproveitamento deste residuo na produg¢ao do substrato de
cultivo do shiitake. Devido ao seu teor de cafeina e taninos, a casca de café foi usada em doses
menores, quando comparada aos niveis de farelos. Entretanto, mesmo em quantidades
relativamente baixas, a compostagem da casca de café apresentou uma coloragdo escura,
indicando um problema semelhante ao observado na compostagem do farelo de soja.
Semelhantemente, observou-se um efeito alcalinizante da casca de café sobre o substrato, ainda
que de forma menos intensa do que o observado com o farelo de soja (Tabela 6). Esses valores
de pH estdo acima dos valores considerados adequados para o cultivo de shiitake, ou seja, pH
mais acido, entre 4,5 e 5,5 conforme relatado por alguns autores (PHILIPPOUSSIS et al., 2001;
CHANG; MILES, 2004). A temperatura do substrato ao longo da compostagem apresentou
valores crescentes, atingindo o pico de 43,9°C com o maior nivel de casca de café. Este foi o
unico tratamento que apresentou um padrao nitido de aumento proporcional da temperatura em
funcdo aumento do teor da casca de café. Entretanto, como ocorreu com os tratamentos com 0s
farelos, a temperatura sequer chegou a 50° C.

Com respeito a umidade final do substrato ao final da compostagem com casca de café,
observou-se 0 mesmo problema enfrentado com os tratamentos com os farelos, ou seja, a
umidade final ficou abaixo do teor proposto inicialmente de 65%. Este foi um dos grandes
desafios encontrados ao longo do trabalho. Como nao houve reviragens, nao foi possivel fazer
o ajuste da umidade ao longo do processo e a umidade ficou cerca de 10% abaixo do valor
proposto de 65%.

Assim como observado para o tratamento com farelo de soja, ndo se observou
colonizacdo dos substratos suplementados com casca de café, em nenhum dos niveis propostos
neste trabalho. Observou-se apenas um crescimento micelial inicial ao redor do inoculo, porém,

poucos dias apos a inoculagdo, o crescimento cessou (FIGURA 5).
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Tabela 6 — Parametros fisico-quimicos do substrato a base de
serragem suplementada com diferentes niveis de
casca de café, apds compostagem de 4 dias, sem
reviragem.

Cascade café pHinicial pH final Umidade final (%) Temperatura final (°C)

5% 7,0 7,1 55,07 28,1
10% 6,9 7,2 51,35 30,6
15% 6,8 7,7 53,70 34,1
20% 6,8 7,9 52,77 38,1
25% 7,0 8,4 52,94 43,9

Fonte: Do autor (2022).

A utilizacdo de casca de café nos substratos de cultivo de cogumelos apresenta
limitagdes ja relatadas por alguns autores. Isso pode ser explicado pela falta de um tratamento
prévio deste subproduto antes da sua utilizagdo na compostagem. Segundo Leifa et al., (2000),
¢ necessario um tratamento térmico da casca de café, para a eliminagdo de taninos que possam
inibir o crescimento do fungo. Esses autores submeteram a casca de café a uma imersao em
dgua quente durante 1 hora, o que permitiu a total colonizacdo do substrato do micélio de
Lentinula edodes e alcangcando 85,8% de eficiéncia bioldgica. O substrato tratado com agua
quente deu origem a cogumelos com valores nulos de cafeina e taninos. Para o presente
trabalho, a casca de café¢ utilizada ndo foi submetida a nenhum tratamento prévio para a
diminui¢do de taninos e outros fatores antinutricionais do material, o que pode explicar a

inibi¢do do micélio de Lentinula edodes.

Figura 5 — Aspecto do crescimento micelial de L. edodes em substrato
compostado a base de serragem suplementada com casca de caf€.

Fonte: Do autor (2022).

Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram a limitagdo da utilizacao da casca de
café no substrato de cultivo do shiitake. Mesmo para outras espécies de cogumelos, hé relatos

acerca das suas limitagdes, conforme discutido anteriormente. Dias et al. (2003) relataram os
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problemas na utilizacdo da casca de café pura para o cultivo de cogumelo Pleurotus, quando
sequer a colonizagdo total do substrato foi observada. Além da presenca de cafeina e taninos,
0s autores associaram o problema também ao excesso de umidade, indicando uma necessidade
de adi¢ao mais moderada de dgua. Entretanto, os indicios apontam mais para problemas na
composicao quimica deste material. Os resultados obtidos pelo tratamento de imersdo em agua
quente, descrito por Leifa er al. (2000), indicam um efeito ndo apenas do calor mas,
provavelmente, pela remo¢ao dos componentes toxicos ou antinutricionais, uma vez que, se
fosse unicamente pelo calor, a pasteurizagdo severa surtiria 0 mesmo efeito. Infelizmente,
mesmo com o sucesso descrito por Leifa ef al. (2000), o tratamento de imersdo em adgua quente
limita bastante a utilizagdo da casca de café, uma vez que este tipo de procedimento s6 poderia
ser feito em condigdes de baixa escala de producdo e, mesmo assim, so se justificaria se nao
houvesse outro tipo de matéria-prima disponivel para compor o substrato de cultivo do
cogumelo. Entretanto, pode ser que, para outros substratos que ndo utilizem a serragem como

substrato base, seja possivel utilizar a casca de café.
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4 CONCLUSOES

Para a produgdo do substrato de cultivo de shitake usando o sistema de compostagem,
o farelo de arroz mostrou-se um suplemento adequado para o suprimento de nitrogénio. Por
outro lado, farelo de soja e casca de café mostraram-se completamente inadequados, nao
permitindo sequer a colonizacdo do substrato. O fuba foi um suplemento melhor do que o farelo
de soja e casca de café, porém, muito inferior ao farelo de arroz. Apesar disso, o substrato
suplementado com o fubé apresentou boa colonizagdo e formagao da capa marrom e produziu
cogumelos, ainda que com produtividade bastante inferior. Portanto, o fuba ndo se mostrou um
suplemento suficiente para garantir a melhor producao, porém, pode ser considerado como parte
da suplementac¢do, em associagdo com outros tipos de suplementos, tais como farelo de trigo e

farelo de arroz.
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