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RESUMO

MARTOS, Emerson Tokuda. Aditivos microbianos no processo de
compostagem e na camada de cobertura para o cultivo do Cogumelo
Agaricus Brasiliensis. 2009. 53p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Diferentes espécies de bactérias e uma espécie de fungo foram testadas
como inoculantes em diversas etapas do processo de compostagem para a
obtencdo do substrato de cultivo do cogumelo Agaricus brasiliensis. Essas
mesmas especies de bactérias foram utilizadas na inoculagdo da terra de
cobertura para indugdo da frutificagdo. Em todos os experimentos foram
utilizados bagaco de cana-de-agucar e capim coast-cross como substrato base, o
qual foi suplementado na quarta reviragem com farelo de trigo, uréia,
superfosfato simples, calcario e gesso. As medas foram reviradas a cada dois
dias durante quatro semanas. Depois, 0 composto foi pasteurizado com vapor
d’agua em dois ciclos de 12 horas. Para o experimento de inoculagcdo do
composto foi avaliada a utilizagdo de um coquetel bacteriano e, separadamente,
do fungo Scytalidium thermophilum. O coquetel bacteriano foi composto das
espécies Alcaligenes faecalis Pseudomonas sp e Bacillus subtillis. Os dois
inoculantes do composto foram testados em diferentes momentos do processo: i-
na suplementacéo; ii- na pasteurizacao; iii- ap0s a pasteurizagcao. Como controle,
foi utilizada a mesma formulacdo de composto sem inoculagdo. Para este
experimento foram avaliados: crescimento micelial do A. brasiliensis no
composto, produtividade, eficiéncia bioldgica e peso médio de cogumelos para
cada tratamento. No experimento de inoculacdo da terra de cobertura, foi
utilizado apenas o coquetel bacteriano, com 0s seguintes tratamentos com a terra
de cobertura: i- autoclavada e inoculada; ii- autoclavada e nao inoculada; iii- ndo
autoclavada e inoculada; iv- ndo autoclavada e ndo inoculada.. Foram avaliadas:
precocidade de producdo, produtividade, eficiéncia biologica e peso médio dos
cogumelos. Os resultados demonstraram que a inoculagdo do composto com
bactérias no momento da pasteurizacdo favoreceu uma maior velocidade de
crescimento micelial, resultando numa colonizagdo mais rapida do composto. A
produtividade ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos, entretanto,
quando se considerou eficiéncia biologica, foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos. No experimento de desinfestacdo da camada
de cobertura, a utilizacdo da terra autoclavada, com ou sem inoculagéo,
apresentou os melhores resultados de produtividade e eficiéncia bioldgica,
ambos com diferencas significativas em relagdo aos tratamentos que utilizaram
terra nédo autoclavada, com ou sem



inoculagdo. Esses resultados indicam que a presenca da microbiota natural do
solo utilizado como terra de cobertura apresentou um efeito antagénico a
producdo do cogumelo A. brasiliensis, de forma que a eliminacdo desses
microrganismos foi mais importante do que a inoculacdo com as espécies
testadas neste trabalho.

* Comité orientador: Eustaquio Souza Dias — UFLA (Orientador), Romildo da
Silva— UFLA (Coorientador).



ABSTRACT

MARTOS, Emerson Tokuda. Microbial additives in process of composting
and casing layer of cultivation to the mushroom Agaricus brasiliensis. 2009.
53p. Dissertation (Master in Agronomy) — Federal University of Lavras, Lavras,
MG.*

Different species of bacteria and a fungus species were tested as
inoculant agents in different moments of the composting process for getting the
substrate of cultivation for the edible mushroom Agaricus brasiliensis. Besides,
the same species of bacteria were also used in the inoculation of the casing layer.
In all experiments sugarcane bagasse and coast-cross hay were used as base
substrate, and supplemented with wheat bran, urea, superphosphate, limestone
and gypsum. The compost was turned every two days for four weeks and then
pasteurized with water vapor in two cycles of 12 hours. For compost inoculation
the use of a bacterial cocktail was evaluated, separately, from the Scytalidium
thermophilum fungus. The bacterial cocktail was made up of the species
Alcaligenes faecalis, Pseudomonas sp and Bacillus subtillis. The two inoculants
of the compost (bacterial and fungal) were tested in different moments of the
process: i — in the moment of supplementation; ii — in the moment of
pasteurization; iii - after pasteurization. As a control, the same compost
formulation was used although with no inoculation treatment. For this
experiment the mycelial growth of A. brasiliensis in the compost was evaluated
as well as productivity, biological efficiency, weight and number of mushrooms
for each treatment. In the casing layer experiment the same bacteria were used
with the following treatments: i — autoclaved soil and inoculated with bacteria ;
ii — autoclaved soil and not inoculated; iii — not autoclaved soil and inoculated
with bacteria; iii — not autoclaved soil and and not inoculated. Precocity of
production, productivity and biological efficiency were evaluated. The results
showed that the compost inoculation with bacteria at the moment of the
pasteurization resulted in a higher speed of mycelial growth, resulting in a
quicker colonization of the compost. After that, the treatments that showed a
higher speed of mycelial growth were: inoculation with bacteria at the moment
of supplementation, fungal inoculation at the moment of supplementation and
fungal inoculation after pasteurization. The inoculation treatments with bacteria
after the pasteurization and with the fungus at the moment of pasteurization
showed results statistically identical to that of the control. The results of the



productivity did not differ statistically among the treatments; however, the
biological efficiency was significantly different among the treatments. For the
experiment of casing layer, the best results of productivity and biological
efficiency were obtained with autoclaved soil (inoculated or not inoculated).
These results showed that the presence of natural microbiota from the soil used
as casing layer had an antagonistic effect on the A. brasiliensis mushroom
production, so that the elimination of these microorganisms was more important
than the inoculation with tested species in this work.

* Guidance Committee: Eustaquio Souza Dias — UFLA (Advisor), Romildo da
Silva — UFLA (Co-advisor).
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1 INTRODUCAO

O consumo de cogumelos no Brasil ainda é muito pequeno quando
comparado a outros paises. A falta de tradigcdo por parte da populacao brasileira
e 0 preco, relativamente elevado, contribuem para que o consumo de cogumelos
fique restrito a grandes centros urbanos e para a populacdo de maior poder
aquisitivo.

Para aumentar a demanda de cogumelos no Brasil é necessario reduzir o
custo de produgdo. Dentre as varias etapas de producéo do cogumelo, a obtengédo
do composto é uma das mais importantes, pelo fato de afetar diretamente a
produtividade e, consequentemente, o custo final da producéo. A formulagdo do
substrato para o cultivo do Agaricus brasiliensis, consiste no uso de residuos
agroindustriais como capins, bagaco de cana-de-agucar, palhas, sabugo de milho
e excremento de animais. A compostagem é um dos processos mais importantes
para a producdo do substrato de cultivo, pois uma boa formulacdo e uma
fermentacdo adequada sdo necessarios para uma colonizacdo satisfatoria do
fungo e uma boa produtividade.

O cultivo do cogumelo A. brasiliensis no Brasil é realizado, em grande
parte, por produtores que possuem pequena capacidade de investimento e
tecnologia. Por isso, esses produtores dependem, na sua maioria, do
fornecimento do composto ja colonizado de empresas ou outros produtores que
possuem infra-estrutura apropriada para produzir o composto. Com isso, 0 pre¢o
do composto colonizado normalmente onera sobremaneira o custo de produgéo
de um pequeno produtor. Considerando que a fungicultura ainda é uma atividade
pouco difundida no Brasil, em comparacdo as olericolas de modo geral, é
também mais dificil a obtencdo de crédito para financiar a implantacdo de uma
infra-estrutura adequada, apesar de ser uma atividade que permite a obtencdo de

um produto de alto valor agregado para o pequeno agricultor.



Portanto, a melhor estratégia para pequenos produtores é a producdo do
proprio composto, de preferéncia utilizando infra-estrutura apropriada para a
conducdo do processo de compostagem convencional. Entretanto, uma
alternativa para a producdo de pequenos volumes de composto é a utilizacdo da
compostagem longa seguida de pasteurizacdo a vapor. Essa metodologia
dispensa maiores investimentos de capital, tanto para a construcdo de patios,
cdmaras de pasteurizacdo, como de maquinarios. Além disso, essa estratégia
permite o escalonamento da producdo, de forma que o produtor pode planejar a
producdo para cada semana, de acordo com a demanda, de forma a garantir um
suprimento continuo de cogumelos frescos para restaurantes, supermercados,
etc. Outro aspecto extremamente positivo é que o0 pequeno produtor pode iniciar
uma producdo em pequena escala e aumenta-la de forma gradativa, conforme a
demanda.

Apesar de tantas vantagens, a estratégia da compostagem longa seguida
da pasteurizacao a vapor, apresenta como grande desvantagem a obtengdo de um
composto de qualidade inferior, quando comparado a metodologia tradicional.
Provavelmente, a microbiota presente e a sucessdo microbiana durante o
processo de compostagem e, em especial, a colonizagdo do composto por
microganismos termofilicos durante a Fase Il da compostagem tradicional, sdo
essenciais para a obtencdo de um composto de qualidade. Dentre as inimeras
espécies de microrganismos presentes no processo, sabe-se que a presenca de
microrganismos assimiladores de aménia é essencial para que o composto de
cultivo dos cogumelos Agaricus apresente baixa concentracdo de aménia, a qual
é limitante para o crescimento do micélio desses cogumelos. Dessa forma,
qguando se utiliza a compostagem longa seguida de pasteurizacdo a vapor,
elimina-se a Fase Il, a qual é determinante para que o processo de assimilacéo de
ambnia seja  efetuada pelos  microrganismos  assimiladores  de

amoniaresponsaveis pelo processo, tais como actinobactérias, bactérias e fungos.



Diante disso, a inoculagdo do composto com microrganismos
assimiladores de amonia pode ser uma estratégia importante para permitir a
obtencdo de um composto de boa qualidade, mesmo sem a utilizacdo da camara
de pasteurizacdo para a conducédo da Fase Il.

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de
utilizacdo de microrganismos durante a compostagem para a obtencdo do
substrato de cultivo do cogumelo Agaricus brasiliensis. Além disso, avaliou-se
neste trabalho o efeito da microbiota presente na terra de cobertura sobre a
produtividade do cogumelo, comparada com a terra autoclavada e adi¢cdo das

mesmas espécies de bactérias utilizadas para a inoculagdo do composto.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O mercado de Agaricus brasiliensis

O consumo do cogumelo Agaricus brasiliensis tem sido estimulado por
estudos sobre a sua qualidade nutricéutica, principalmente pela presenga de -
glucanas, homo e hetero-glucanas, supostamente responsaveis por algumas
propriedades benéficas a salde humana, como atividade imunomodulatdria,
antioxidante, antinflamatéria e anticancerigena (Osaki et al., 1994; Ito et al.,
1997; Park et al., 2003).

Seu contetdo em proteinas é relativamente alto, quando comparado com
a maioria das olericolas, alcancando de 1,5% a 6% de sua massa fresca, variando
de acordo com as espécies e, ou, linhagem, idade, ambiente e a natureza do
substrato de cultivo. Geralmente, cogumelos jovens sdo mais ricos em proteinas
gue os mais maduros ou abertos (Braga et al., 1998).

Durante a década de 1990, houve uma grande expansdo do seu cultivo
no Brasil, estimulada pela grande demanda do mercado japonés, em fungéo da
incapacidade daquele pais atender a procura com a producéo interna, além do
importante aspecto econdémico, uma vez que o custo de producdo no Japao é
mais elevado, por causa da méo de obra mais cara. Com isso, além de produtores
rurais, pessoas com as mais variadas formacGes passaram a se interessar pelo
cultivo desse cogumelo, atraidas pelas promessas de lucros elevados associados
a baixo investimento e pouco trabalho. Além do excesso de otimismo
promovido por falsos especialistas na area, induzindo pessoas despreparadas a
entrar no ramo da fungicultura, 0s anos seguintes reservavam uma realidade bem
menos promissora.

Em fevereiro de 2006 o Ministério da Salude, Trabalho e Bem-Estar do
Japdo solicitou & comisséo de seguranca alimentar a avaliacdo da seguranga dos

produtos que continham A. brasiliensis. As andlises revelaram a presenca de
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agaritina no cogumelo, a qual, apés a ingestdo pode ser transformada em
substancia considerada carcinogénica. Entretanto, a agaritina é uma substancia
comum no cogumelo A. bisporus (Champignon de Paris), o qual é o cogumelo
mais consumido no mundo. Além disso, a concentracdo encontrada no cogumelo
variou entre 112-731pug/g na matéria seca, valor inferior ao encontrado em A.
bisporus (1836 pg/g). Foram também analisados trés produtos gque possuem
como principal ingrediente o cogumelo A. brasiliensis, sendo detectada a
presenca da agaritina em dois produtos, com valores de 124 e 1791 ug/g, os
quais sdo ainda menores do que o presente em A. bisporus (Nagaoka, 2006).
Apesar disso, diante da possibilidade destes produtos possuirem substancias que
possam prejudicar a salde, o Ministério da Salde, Trabalho e Bem-Estar do
Japdo recomendou a retirada daqueles produtos do mercado.

A empresa japonesa Kcompany, receosa do impacto negativo que essas
informacdes poderiam causar sobre a sociedade japonesa, resolveu retirar do
mercado todos os produtos contendo o cogumelo A. brasiliensis, até que fosse
determinado um valor maximo seguro de agaritina que nao cause riscos a salde
humana. Estudos posteriores ja apontaram que a concentracdo de agaritina
presente neste cogumelo ndo representa riscos a saude humana, porém a
concentracdo maxima permitida ndo foi descrita pelos autores (Nagaoka, 2006),
de forma que ja no ano de 2007, o mercado japonés iniciou um processo de
recuperacao do comercio de A. brasiliensis.

Apesar dessa boa noticia, o curto periodo de incertezas foi suficiente
para causar um grande impacto negativo sobre a maioria dos produtores
brasileiros. Além disso, o Brasil ja enfrentava uma grande dificuldade para
competir com a China, cuja oferta de cogumelos é favorecida por uma longa
tradicdo de cultivo, associada & mao de obra extremamente barata e uma

localizacdo geogréfica privilegiada em relagdo ao Japdo. Com isso, iniciou-se



uma crise no mercado do cogumelo A. brasiliensis no Brasil, levando a maioria
dos produtores brasileiros a abandonar a atividade.

O aspecto extremamente positivo dessa crise foi que também a grande
maioria dos falsos especialistas e aproveitadores gue contaminaram essa
atividade durante a fase de grande crescimento, também abandonassem as suas
atividades, permitindo que a atividade se tornasse mais profissional e consciente
dos seus riscos, limitacBes e dificuldades. Atualmente, o pequeno nimero que
manteve-se no mercado, tem conseguido sustentar a sua producdo, alguns
direcionados & exportacdo e outros que tém procurado também alternativas de
comercializagao.

A comercializagdo do cogumelo fresco em substituicdo ao Champignon
de Paris ¢ mais complicada, porque 0 mesmo sofre uma oxidagdo muito mais
rapida quando comparada ao mesmo. Produtores do norte de Minas Gerais
desenvolveram novas formas de comércio, utilizando conservas ao 6leo e alho
ou em forma de picles e também como matéria prima para a producdo de xampu
e sabonetes, 0 que tem sido possivel num sistema de cooperativa. A criatividade
desses produtores demonstra claramente que a exploracdo do mercado interno
pode ser uma importante alternativa, para tornar os produtores brasileiros menos
dependentes do mercado externo, de forma a garantir que pequenos produtores
possam manter as suas atividades neste ramo que se diferencia pela
possibilidade de trabalhar com produtos de alto valor agregado, o que é muito
importante para produtores que ndo disponham de grandes areas de terra para

cultivo.

2.2 Técnicas de cultivo
A producdo do cogumelo A. brasiliensis é relativamente recente e sua
técnica de cultivo foi adaptada a partir da metodologia de cultivo do cogumelo

Agaricus bisporus (champignon de Paris).



A produtividade do A. brasiliensis ¢ muito varidvel, principalmente
devido as diversas variaveis ligadas ao seu cultivo, como tipos de matérias
primas utilizadas na compostagem, material utilizado para realizar a cobertura
do composto, caracteristicas genéticas das linhagens do cogumelo, além de sua
dependéncia por temperaturas entre 25 e 28°C, sendo que valores muito
inferiores a esses reduzem drasticamente sua produtividade. Atualmente,
consideram-se como bons resultados de produtividade valores entre 10 e 15%,
considerando a massa de cogumelos frescos em relagdo a massa de composto
colonizado também fresco. De forma grosseira, esses valores correspondem a
uma produtividade de 1 a 1,5% de cogumelos desidratados em relagdo ao
composto fresco, que é a referéncia mais importante para os produtores, uma vez
que esse cogumelo é comercializado na forma desidratada quando destinado a
exportacéo.

O sucesso da produgdo de cogumelos depende em grande parte da
qualidade do inoculante (“semente”) e também da correta preparacdo do
substrato de cultivo, de forma a reduzir os riscos de contaminagdo e favorecer
uma rapida colonizacdo do substrato (Muthukrishnan et al., 2000).

As atividades relacionadas diretamente ao cultivo convencional séo:
compostagem (Fase 1); pasteurizacdo e condicionamento do substrato (Fase I1);
inoculacdo e incubacdo (Fase Ill); cobertura do substrato colonizado com a
camada de cobertura (Fase 1V); produgdo dos cogumelos e colheita (Fase V)
(Eira, 2003).

2.2.1 Producao do composto (Fases I e 1)

Para a Fase I, é realizada uma compostagem curta, controlando a
umidade entre 60 a 70%, por um periodo de duas semanas, com reviragem do
composto a cada dois dias para a homogeneizagdo do substrato. As principais

matérias primas utilizadas s&o residuos agricolas tais como palha de trigo, palha



de arroz, gramineas e bagaco de cana-de-agucar (Eicker, 1995; Eira, 2003). De
acordo com Eira & Minhoni (1997), todo o composto para o cultivo de
cogumelos tem como regra 0 componente volumoso e fibroso a base de palhas
de capim e outros materiais fibrosos, ricos em carbono e pobres em nitrogénio e
fosforo. No cultivo de Agaricus sp., 0 composto deve ser previamente
suplementado com materiais concentrados como fonte de nitrogénio, como
farelos, tortas, sulfato de aménio e uréia. O calcario € normalmente utilizado
para o controle do pH e o sulfato de célcio, ou gesso agricola, para melhorar a
textura do composto. No Brasil, ¢ comum ainda a utilizagdo de uma fonte de
fosforo, normalmente na forma de superfosfato simples ou fosfato de Araxa.
Sucessivas mudangas fisico-quimicas ocorrem no composto em fungéo
da acdo de diversos microrganismos (Tang et al., 2004), resultando na elevacdo
da temperatura, producdo de substancias volateis, em especial a amonia, e a
transformacdo de compostos complexos em compostos mais simples, gracas a
acdo das enzimas produzidas pelos microrganismos presentes no composto
(Golueke, 1992). A elevacdo da temperatura esta relacionada com a atividade
microbiana, fazendo com que a microbiota mesofila seja suplantada pelos
microrganismos termofilicos em poucos dias de compostagem. Ao mesmo
tempo, 0 processo caracteriza-se também por uma elevada taxa respiratdria, a
qual resulta em elevado consumo de oxigénio e alta producdo de CO,, fazendo
com que 0 composto apresente no seu interior pontos de anaerobiose ou de
microanaerobiose. Considerando que 0s processos anaerdbicos ndo Sao
desejaveis no processo de compostagem, visando ao cultivo de cogumelos,
recomenda-se que 0 composto seja revirado a cada dois ou trés dias, o que é
bastante diferente dos procedimentos comuns na compostagem direcionada a
producdo de fertilizantes orgéanicos, nos quais o composto fica em repouso

durante um periodo de tempo muito maior, antes de ser revirado.



Microrganismos requerem fontes de carbono, macronutrientes (ex:
nitrogénio, fosforo, enxofre e potassio) e certos elementos-traco para seu
crescimento. Polissacarideos e agucares de modo geral sdo as principais fontes
de carbono e de energia para 0s microrganismos heterotréficos, sendo parte da
energia formada utilizada no metabolismo microbiano e o resto liberado na
forma de calor, resultando na elevacdo da temperatura. O nitrogénio ¢ um
elemento critico no processo por ser um dos componentes essenciais na
formagdo de proteinas, &cidos nucléicos, aminoacidos, enzimas e co-enzimas
necessarias para o crescimento e funcionalidade da célula. Quando presente em
baixa concentragdo no substrato, o processo de degradacdo ocorre mais
vagarosamente, e, gquando estd em excesso, ocorre perda de nitrogénio do
composto na forma de aménia ou outro composto nitrogenado. Por isso,
considera-se como 6tima a relagdo carbono/nitrogénio (C/N) entre 25 a 30 no
inicio do processo (Golueke, 1992).

A umidade do composto é outro fator extremamente importante para que
0 processo de compostagem ocorra de forma eficiente. Se a umidade cair abaixo
de niveis criticos, a atividade microbiana decresce e 0s microrganismos entram
em dorméncia (Golueke, 1992). Por outro lado, 0 excesso de agua pode causar
falta de aeracdo e, consequentemente, em condicGes anaerébicas a taxa de
decomposicdo diminui e aumenta a fermentacdo anaerdbica, 0 que pode ser
facilmente detectado pelo odor desagradavel de produtos sulfurosos como o
H,S. Além disso, 0 excesso de dgua no composto resulta também na lixiviagdo
de nutrientes, na forma de chorume, o que deve ser evitado.

A Fase Il, que compreende a pasteurizacdo e o condicionamento do
composto, inicia-se Nno momento em que 0 mesmo é transferido para a camara de
pasteurizacdo ap6s duas semanas de compostagem. A pasteurizagdo
convencional é iniciada quando o composto atinge uma temperatura entre 55
58° C, sendo extendida por um periodo de 6 horas (Chang & Miles, 2004). No



Brasil, considerando as nossas condi¢cGes de temperaturas mais elevadas, é
comum considerar-se temperaturas de até 65° C para a pasteurizacdo, assim
como periodos mais prolongados, de até 12 horas. A temperatura do composto
eleva-se naturalmente dentro do tanel, em fun¢do da atividade microbiana, como
acontece também durante a Fase I. Entretanto, dentro da camara, € possivel
manter condi¢cdes mais uniformes, evitando ou minimizando a estratificacdo em
termos de temperatura e aeracdo, 0 que € possivel com o sistema de ventilacdo
forcada que faz com que o ar atravesse todo o composto, permitindo uma
uniformizacgdo ndo somente da aeracdo, mas também da temperatura.

Além da eliminacdo de possiveis pragas, doengas e contaminantes, a
Fase Il tem como funcdo promover a seletividade do composto, a qual é
alcancada pela degradacdo de acUcares solUveis, tornando o substrato pouco
favoravel para uma gama de microrganismos mesofilicos, e pela eliminacdo da
amonia, a qual é absorvida pelos microrganismos termofilicos e transformada
em proteina microbiana (Staunton & Mac Canna, 1989; Chang & Miles, 2004).
A eliminacdo da amodnia é essencial porque essa substancia é toxica para 0s
cogumelos Agaricus, inibindo completamente o seu crescimento micelial no
composto. Além disso, a transformagdo da amdnia em proteina microbiana €
importante para a nutricdo dos Agaricus e, consequentemente, para a producéo
dos seus cogumelos. Para o cultivo de A. bisporus, é comum utilizar-se um
periodo de até seis dias para a Fase Il, entretanto, para o A. brasiliensis, a
literatura aponta para um periodo de 8 a 10 dias (Eira, 2003), enquanto que
varios produtores de composto ainda estendem a Fase Il por até 15 dias. A
principio, a Fase Il deve ser finalizada quando a presenca de amodnia no
composto ndo é mais detectada pelo olfato humano, o que ocorre quando a
concentragdo estd faixa de 10 a 20 ppm de amoénia (Flegg et al., 1985). No
entanto, faltam estudos no Brasil para definir tanto a duragéo da Fase Il para o A.

brasilensis como dos niveis de amdnia aceitaveis para esse cogumelo, de forma
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que os procedimentos adotados sdo ainda bastante empiricos. Em paises que
possuem alta tecnologia para a producéo do cogumelo A. bisporus, normalmente
a Fase Il tem duracdo entre 4-7 dias (Jess et al., 2006; Pardo & Pardo, 2007)

Uma metodologia que demanda pouco investimento é o uso da
pasteurizacdo utilizando calor umido, com a injecdo de vapor sobre 0 composto.
Segundo Rinker (1993), a temperatura de pasteurizacdo ndo deve exceder 59° C
e 0 tempo deve ser de até 6 horas, para ndo matar microrganismos benéficos
como as actinobactérias. Entretanto, no Brasil, utilizam-se temperaturas entre 60
e 65° C por até 12 horas, para garantir a eliminacdo de pragas e doencas, uma
vez que alguns contaminantes, em especial do género Aspergillus, possuem
temperatura 6tima de crescimento de 37° C, o que faz com que sejam mais
resistentes a temperaturas mais elevadas. Até mesmo as construgdes
convencionais (tlneis) sdo equipadas com caldeiras que possibilitem a injecdo
de vapor e ar para garantir a utilizacdo de uma temperatura adequada para a
pasteurizacdo, caso a atividade microbiana nédo seja suficiente para isso (Gerrits
& Van Griensven, 1990).

A autoclavagem de substratos para o cultivo de Agaricus pode ser
utilizada, normalmente em trabalhos de pesquisa em condigdes controladas,
quando o material é autoclavado em pequenas porcbes por 1 hora a 120°C.
Entretanto ndo se trata de uma estratégia apropriada para cultivos comerciais,
guando se trabalha com grandes volumes de composto, pois isso demandaria
grandes investimentos em autoclaves industriais e alto custo energético. Além
disso, o crescimento micelial em compostos autoclavados é normalmente
inferior em relagdo a outras formas de condicionamento (Straatsma et al., 2000).

Outra forma de eliminacéo de pragas e doengas do composto € a injecao de
um fumigante quimico como o brometo de metila, entretanto, essa estratégia
também esharra em uma série de desvantagens. O fumigante pode ser

empregado somente quando o composto torna-se livre de aménia, o que implica
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em uma compostagem longa, além da necessidade de controlar a umidade do
composto de forma a permitir uma dispersdo efetiva do fumigante e evitar que o
mesmo fique retido no excesso de agua presente (Hayes & Randle, 1968). O
emprego deste produto apresenta como grande vantagem o fato de ser um
efetivo fungicida, inseticida e nematicida, além de demandar pouca méao-de-obra
e dispensar o0 uso de estruturas necessarias para o controle e manejo de
temperatura exigida pela pasteurizacdo. Mas, por outro lado, a acdo do
fumigante ndo é seletiva, de forma que a eliminacdo dos microrganismos nédo
poupa aqueles que sdo importantes para a seletividade do composto, e benéficos
ao crescimento do cogumelo. Essa condigdo poderia favorecer, posteriormente, o
desenvolvimento de contaminantes agressivos como o Trichoderma sp.,
competindo ou até mesmo eliminando o crescimento micelial dos Agaricus.
Além disso, a utilizacdo de fumigantes esta sujeita a restricGes legais, como, por
exemplo, o brometo de metila, que esta atualmente proibido.

Considerando a seletividade do composto, promovida pela microbiota que
se desenvolve durante o processo de compostagem, qualquer estratégia
alternativa para sua pasteurizacdo deve levar em conta a presenca desses
microrganismos, ou para promover o seu desenvolvimento ou pelo menos para
manté-los no composto em niveis minimos para cumprir principalmente a sua
func@o de manter um equilibrio da populagdo microbiana, de forma a garantir a

protecdo do cogumelo contra patégenos e contaminantes.

2.2.1.1 Microbiota da compostagem

Os primeiros decompositores criam um ambiente fisico-quimico para os
organismos secundarios que ndo podem degradar o substrato inicial, uma vez
que metabolitos produzidos por um grupo podem ser utilizados por outro (Davis
et al., 1992; Golueke, 1992). A elevacdo da temperatura inicial favorece uma

répida transicdo da microbiota mesofila para a microbiota termofila, resultando
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numa sucessdo microbiana que caracteriza 0 processo de compostagem
(Ryckeboer et al., 2003). A microbiota inicial, ao iniciar seu metabolismo,
libera calor e, conseqlientemente, aumenta a temperatura, resultando, com isso
na inibicdo de seu proprio desenvolvimento, pela inativacdo de enzimas e
limitacdo de oxigénio (McKinley & WVestal, 1984). Por outro lado, altas
temperaturas ajudam a degradacdo de matéria organica recalcitrante como a
lignocelulose (Tuomela et al., 2000) e eliminacdo de organismos patogénicos e

alergénicos (Ryckeboer et al., 2002).

2.2.1.2 Bactérias presentes na compostagem

Grandes quantidades de bactérias podem ser isoladas de diferentes fases
da compostagem, sendo os géneros mais comuns: Pseudomonas, Klebsiella e
Bacillus (Nakasaki et al., 1985; Strom, 1985).

Na fase termdfilica as espécies de Bacillus como B. Subtillis e B.
circulans, séo as mais comuns, sendo encontradas em mais de 87% das colonias
isoladas durante a compostagem nessa fase. Muitas espécies termdfilas sdo
isoladas do composto em temperaturas de 65 até 82°C (Beffa et al., 1996). Pela
sua presenca e predominancia, essas bactérias provavelmente desempenham um
importante papel na qualidade final do composto.

Também sdo encontradas na fase termofilica, actinobactérias, as quais
sdo abundantes e perceptiveis na superficie do composto. Assim, as
actinobactérias sdo importantes agentes que degradam lignocelulose durante o
apice de temperatura, embora sua habilidade para degradar celulose e lignina
ndo seja tdo alta como a dos fungos (Tiquia, 2002). As comunidades de
actinobactérias aumentam em diversidade durante o processo de maturacdo do
composto (Peters et al., 2000). Os géneros de actinobactérias termofilicas que ja
foram isoladas do composto incluem  Nocardia, Streptomyces,

Thermoactinomyces e Micromonospora (Strom, 1985). Esses microrganismos
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sdo apontados também como importantes agentes do condicionamento do
composto, provavelmente porque utilizam o excesso de amdnia do composto ao
final da Fase I, transformando-a em proteina microbiana, a qual sera utilizada
posteriormente pelo cogumelo para a sua nutricdo (Chang & Miles, 2004).
Provavelmente, diferentes metabdlitos e, em especial, vitaminas produzidos por
€sses microrganismos, que sdo importantes para o crescimento micelial e
frutificacdo do fungo, também desempenham papel estratégico para a obtengédo

de um composto de excelente qualidade para o cultivo do cogumelo.

2.2.1.3 Fungos presentes durante a compostagem

A temperatura, pH, fontes de carbono, nitrogénio e demais nutrientes
sdo importantes fatores que afetam o crescimento dos fungos. A maioria dos
fungos € constituida de espécies mesofilas, as quais crescem entre 5 e 37°C,
tendo como temperatura 6tima entre 25° e 30°C. No entanto, quando 0s
microrganismos iniciam a degradacdo do composto, ocorre um aumento da
temperatura e somente um pequeno grupo de fungos termofilicos permanecera
no processo de sucessdo microbiana. Em compostos para cogumelos, fungos
termofilicos sdo responsaveis pela degradacdo da lignocelulose, gerando
produtos de cadeias menores, as quais sao necessarias para o crescimento dos
fungos comestiveis (Sharma, 1989).

Diferentes espécies de fungos foram isolados a partir do composto para
cultivo do A. bisporus: Aspergillus fumigatus, Chaetomonium thermophilum,
Humicola grisea, Humicola insolens, Humicola lanuginosas, Mucor pusilus,
Talaromyces duponti e Scytalidium thermophilum (Straatsma et al., 1995;
Fermor et al., 2000). Dentre esses, o Scytalidium thermophilum foi apontado
como um dos mais importantes para tornar o composto mais favoravel ao
crescimento e frutificacdo do cogumelo A. bisporus (Straatsma et al., 1994a e
1994b).
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A concentracdo de nitrogénio € um fator muito importante para o
crescimento dos fungos termoéfilos. Durante o processo de compostagem, ndo se
deseja que todo o contetdo de lignina e celulose seja degradado pelos
microrganismos termofilos, porque esses polimeros serdo utilizados pelo
cogumelo durante o seu cultivo. Entretanto, é desejavel que haja uma quebra
parcial dos mesmos para promover o seu préprio crescimento e colonizacdo do
substrato, como também para facilitar a nutricdo do cogumelo, uma vez que 0s
cogumelos Agaricus ndo sdo eficientes degradadores de lignina, dependendo
normalmente da atuagdo dos microrganismos termofilicos durante a

compostagem para a quebra efetiva dessa substancia.

2.2.1.4 Microrganismos assimiladores de amonia

O amoniaco (NH3) é um produto da degradag&o biolégica de compostos
nitrogenados e & o principal componente da liberacdo de odores durante o
processo de compostagem, e também um importante componente do ciclo do
nitrogénio no composto. Sua volatilizagdo na compostagem resulta em perda de
nitrogénio que poderia ser utilizado pelos microrganismos presentes (McCubbin
et al., 2002). Portanto, essa substancia constitui-se na maior fonte de nitrogénio
para bactérias presentes no composto, cuja assimilacdo envolve captacdo de ions
e incorporacdo do material organico para a producédo da glutamina e glutamato.
Normalmente, parte do amoniaco dissolve-se na agua formando amdnia (solucao
aquosa de amoniaco) em uma forma ionizada (NH,") em pH neutro e em uma
forma ndo ionizada (NHs) com pH elevado (Aneja et al., 2001), o que impede a
sua volatilizagdo. O amonio assim formado (NH,") e retido na gua, por um lado
representa menor perda de nitrogénio, mas por outro lado, se persistir até o final
da Fase Il da compostagem, representa a inibigéo tanto de A. bisporus como de
A. brasiliensis, devido ao seu efeito extremanete toxico ao micélio do fungo.
Portanto, uma das caracteristicas mais desejaveis do composto de cultivo desses

cogumelos é a auséncia de amdnia no final da Fase Il. Por isso, as Fases | e Il
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sdo associadas de forma que a alta concentracdo de aménio presente no
composto ao final da primeira fase seja absorvida e transformada em proteina
microbiana durante a Fase Il. Desta forma, o nitrogénio é transformado de uma
forma téxica (aménio) para uma forma ndo tdxica e nutritiva para o cogumelo
(proteina microbiana). Dessa importante associacdo vem a grande importancia
dos microrganismos assimiladores de amonia.

Muitas espécies de microrganismos sao conhecidas por assimilar NH;
pela glutamina sintetase, porém, detalhes da distribui¢éo e funcdo da assimilagdo
de amonia por microrganismos no processo de compostagem ndo estdo bem
claros (Patriarca et al., 2002).

O Bacillus subtilis utiliza a glutamina como principal fonte de
nitrogénio, entretanto, na auséncia da glutamina, o aménio (NH,") pode ser
utilizado como fonte alternativa. O uso de aménio envolve adaptaces para a
sintese de glutamina pela glutamina sintetase a partir do gas aménio e a
reciclagem do glutamato pela glutamato sintetase (Detsch & Stiilke, 2003). Por
isso, 0 acido glutamico e a glutamina desempenham papéis fundamentais na
assimilacdo de amonio, que pode ser incorporado em acido glutamico pela rota
da glutamato desidrogenase (Kanamori et al., 1987).

Em meio rico em amdnio, muitos microrganismos o assimilam pela
glutamato desidrogenase, enquanto que em condicGes de baixas concentracBes
de aménio ou outras fontes de nitrogénio como nitrato ou nitrogénio molecular,
a assimilagdo pela glutamina sintetase/glutamato sintetase é mais eficiente, em
fungdo do menor gasto de energia por esse sistema (Kanamori et al., 1987). Os
mesmos autores relataram que muitos microrganismos adaptam a limitagdo de
amoénio pela utilizacdo da rota glutamina sintetase/glutamato sintetase e
repressdo da rota glutamato desidrogenase. Em algumas espécies de Bacillus,
algumas anomalias s&o encontradas, como em Bacillus licheniformis e Bacillus

megaterium, que utilizam a rota da glutamato desidrogenase em meio rico em
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amonio e a glutamina sintetase/glutamato sintetase durante a limitacdo de
amonio, enquanto que Bacillus subtillis assimila amoénio pela rota glutamina

sintetase/glutamato sintetase até mesmo em meio rico nessa substancia.

2.2.2 Inoculacéo do composto e corrida micelial (Fase I11)

A Fase Ill, que corresponde a inoculacdo e incubagdo do substrato, deve
ocorrer logo ap6s o final da Fase Il, evitando-se que o composto fique
armazenado antes da inoculagdo com o cogumelo, reduzindo assim a
possibilidade de contaminagdo por microrganismos oportunistas. Quando a Fase
Il é finalizada, o sistema de ventilacdo deve ser desligado e a cAmara aberta para
que a temperatura do composto equilibre-se com a temperatura ambiente. Em
fazendas de compostagem, onde sdo produzidas grandes quantidades, o
composto € retirado do tanel por meio de um sistema mecanizado, no qual o
composto € conduzido em esteiras, sendo a inoculacdo feita durante esse
processo, facilitando a distribuicdo do inoculante no composto, que pode ser
ensacado ou transferido para outra cdmara para a etapa de coloniza¢do. No
Brasil, € comum que o composto seja distribuido em sacolas, mas em paises
onde o cultivo de A. bisporus assume 0 “status” de uma industria de cogumelos,
0 composto €é transportado das fazendas de compostagem para as fazendas de
cultivo, ja colonizado, em caminhdes, dos quais 0 composto é transferido para as
prateleiras onde sera feito o cultivo em sistema de cama.

No caso do A. brasiliensis, utiliza-se na maioria dos casos, um sistema
bastante rastico, no qual o composto é retirado da camara e distribuido em
sacolas de lixo com capacidade para 10 kg e inoculado com 100 a 200g de
“semente”. Os sacos assim preparados sdo transferidos para estufas protegidas
da incidéncia direta de luz solar, normalmente construidos em local sombreado,
para evitar temperaturas acima de 30° C. Nestas estufas geralmente ndo ha

grande necessidade de circulacdo de ar, uma vez que o fungo tolera
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concentragcdes de CO, de até 3000 ppm durante o seu crescimento micelial.
Geralmente, um composto de boa qualidade inoculado com linhagem de boas
caracteristicas genéticas apresenta-se completamente colonizado num periodo de
15 a 20 dias.

2.2.3 Inducdo da frutificacdo (Fase 1V)

A Fase IV, que consiste na inducdo da frutificacdo, é uma das etapas
determinantes do sucesso do cultivo de cogumelos, de forma que, um 4timo
composto pode apresentar baixa produtividade se ndo houver um manejo
adequado na inducdo da frutificagdo. A indugdo da frutificacdo pode variar
dependendo da espécie de cogumelo. Para espécies como Lentinula edodes e
algumas do género Pleurotus, temperaturas menores do que a temperatura de
colonizacgdo do substrato sdo essenciais para induzir a formacgdo de primordios.
Para A. bisporus, a reducdo da temperatura € essencial; entretanto, é necessario
utilizar também uma camada de cobertura sobre o composto colonizado. Além
disso, é importante também um manejo das condi¢6es atmosféricas da camara de
cultivo, de forma a reduzir a concentracdao de CO; para niveis iguais ou menores
do que 1000 ppm. Para o A. brasiliensis, a utilizacdo de uma camada de
cobertura é igualmente necesséria, assim, como maior ventilacdo no interior da
camara durante o ciclo de producédo, ajustando a temperatura para 25 a 28°C.
Temperaturas abaixo de 25° C podem diminuir a velocidade de crescimento dos
cogumelos e temperaturas abaixo de 20° C podem inibir a formacdo de
primoérdios, reduzindo drasticamente a produgdo. Por isso, recomenda-se, no
Brasil, cultivar esse cogumelo durante o periodo primavera-verdo, pelo menos
nas regides onde o inverno apresenta quedas mais acentuadas da temperatura, a
menos que o produtor utilize cdmaras de cultivo com ambiente completamente

controlado.
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Apesar de alguns autores considerarem a cobertura do composto um
evento que antecede a indug&o da frutificacdo (Rinker, 1993), para os cogumelos
Agaricus, a cobertura do composto colonizado deve ser considerada como parte
do processo de inducdo da frutificacdo, uma vez que sem a camada de cobertura,
a frutificacdo praticamente ndo acontece. Assim gque 0 composto apresenta-se
completamente colonizado, 0 mesmo é coberto com uma camada de,
aproximadamente, cinco centimetros de terra de horizonte B (no caso do Brasil)
ou turfa de musgo (América do Norte e Europa) (Colauto & Eira, 1998).
Segundo os mesmos autores, alguns microrganismos presentes na terra podem
prejudicar o cultivo do cogumelo A. bisporus, como Penicillium sp., Aspergillus
sp., Trichoderma sp. e Pseudomonas tolaasii. Por isso, é essencial conhecer a
procedéncia da terra, evitando assim a contaminagdo por virus ou outros
microrganismos indesejaveis. Porém, alguns microrganismos podem apresentar
um efeito benéfico para o cultivo do cogumelo. Ha relatos de que a formacéo de
corpos de frutificagdo em Agaricus bisporus depende da presenca da bactéria
Pseudomonas putida. O exato mecanismo ndo foi determinado; porém, foi
sugerido que o micélio do fungo produz compostos de auto-inibicdo que séo
depois removidos pela bactéria (Rainey et al., 1990). Posteriormente verificou-se
também que Pseudomonas putida promove o crescimento micelial e formacéo
de corpos de frutificacdo em Pleurotus ostreatus (Cho et al., 2003).

Silva et al. (2007) isolaram diferentes espécies de bactérias da terra de
cobertura utilizada para o cultivo do cogumelo A. brasiliensis, dentre elas
algumas potencialmente patogénicas como algumas dos género Shigella,
Yersinia e Salmonella. Segundo os autores, mesmo quando a terra foi submetida
a diferentes tratamentos de desinfestacdo como formol ou vapor d’agua, essas
bactérias foram encontradas. Os autores isolaram algumas espécies do género
Pseudomonas, tais como P. fluorescens, Pseudomonas (Burkholderia) cepacia

e P. aeruginosa. Entretanto, a espécie P. putida, relatada como importante na
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inducéo da frutificagdo do cogumelo A. bisporus, ndo foi isolada a partir de
nenhum dos solos estudados.

Considerando que ndo existem estudos sobre a importancia das bactérias
do solo sobre a inducdo do cogumelo A. brasiliensis, poderia ser muito
importante a conducdo de ensaios com as espécies encontradas normalmente no
solo em cultura pura, as quais poderiam ser inoculadas na terra de cobertura.
Entretanto, considerando que o solo possui um grande nimero de espécies e
grande populagdo microbiana, isso ndo é uma tarefa facil, uma vez que os
processos bioldgicos no solo envolvem interagdes sinergisticas ou antagonicas
de diferentes espécies de microrganismos. Além disso, diferentes fatores fisico-
quimicos poderiam estar também associados, influenciando a inducdo da
formac&o de primordios do cogumelo. Talvez por isso, mesmo para a espécie A.
bisporus, cuja inducdo da frutificagdo é influenciada pela presenca de
Pseudomonas putida, ndo existem relatos em cultivos comerciais acerca da
inoculacdo da camada de cobertura com essa bactéria. Normalmente pressupde-
se que a mesma esteja presente naturalmente na turfa de musgo, que é utilizada
na grande maioria dos cultivos comerciais da Europa e América do Norte.

Além do estresse provocado, principalmente com as mudancas das
condicdes de aeragdo sobre o composto, e que provavelmente desempenha papel
fundamental na inducdo da frutificacdo, a camada de cobertura desempenha
outras fungdes fisicas importantes para o desenvolvimento do corpo de
frutificagdo: uniformizar a superficie, regular a temperatura entre o substrato e o
ambiente, reter 4gua para evitar o ressecamento do substrato, fornecer agua para
0 basidiocarpo, permitir trocas gasosas e funcionar como barreira de protecdo
contra microrganismos competidores ou patogénicos (Colauto, 1998).

Depois que a camada de coberta encontra-se completamente colonizada,

é importante alterar as condi¢fes de aeracdo e temperatura, principalmente
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quando se trata do A. bisporus, que requer uma reducdo da temperatura de 25° C
para 17 a 19° C, que é assim mantida durante todo o cultivo (Rinker, 1993).

Quando a temperatura é reduzida, o A. bisporus apresenta a formacéo de
todos os primérdios praticamente ao mesmo tempo, de forma que a temperatura
poderia ser novamente elevada apés isso. Entretanto, normalmente, a
temperatura € mantida em no maximo 19° C, provavelmente para evitar o
surgimento de pragas e doencas que normalmente desenvolvem-se melhor em
temperaturas mais elevadas.

Para 0 A. brasiliensis, ndo é comum a reducdo da temperatura para a
inducdo dos primdrdios. Normalmente mantém-se a mesma temperatura
utilizada durante a colonizagdo do substrato e da camada de cobertura,
recomendando-se, de modo geral, a manutencdo da mesma entre 25 e 28° C.
Entretanto, de acordo com Kopytowski Filho et al. (2006), a temperatura deve
ser reduzida para 19° C por um periodo de quatro dias e, entdo, elevada
novamente para 25° C e assim mantida durante o cultivo. Apesar de ser uma
informagdo interessante, ndo h& ainda relatos cientificos confirmando que a
reducdo da temperatura apresenta um efeito positivo sobre a indugdo da

frutificagdo do A. brasiliensis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagdo dos experimentos

O experimento foi realizado no Setor de Microbiologia/Laboratorio de
Cogumelos Comestiveis do Departamento de Biologia/Universidade Federal de
Lavras (UFLA), no periodo de Junho de 2008 a Janeiro de 2009.

A cidade esta localizada na regido sul do estado de Minas Gerais, a
21°14°30”” LS e 45°10°00” LW. Seu clima é classificado como tropical de
altitude; o relevo dominante pode ser caracterizado como ondulado, sendo a
altitude média de 900 metros. As temperaturas médias do periodo de cultivo

variaram entre 16 e 28° C (minima e maxima, respectivamente).

3.2 Metodologia geral de preparo do composto, indugéo da frutificagdo e
cultivo do cogumelo A. brasiliensis
3.2.1 Processo de compostagem

A metodologia de compostagem em todos 0s experimentos foi a
compostagem longa seguida de pasteurizacao a vapor.

Para seu preparo foi utilizado como matéria prima, bagaco de cana-de-
acucar e feno de capim coast-cross na proporcao de 1:1 em camadas alternadas,
acrescentado agua em quantidade suficiente para que o composto atinja umidade
entre 65 a 75 %. O composto foi revolvido a cada dois dias, adicionando agua
sempre que necessario. Na quarta reviragem foi suplementado com 10% de
farelo de trigo, 2% de calcério, 2% de gesso agricola e 1,7% de uréia, tendo
como base para o calculo da suplementacdo o peso total do substrato base
desidratado.

As reviragens foram realizadas normalmente nas segundas, quartas e sextas-
feiras por um periodo de quatro semanas. Depois o0 composto foi acondicionado
em tanel de pasteurizagdo a vapor. O processo foi conduzido em duas etapas de

12 horas, contadas a partir do inicio de emissdo de vapor sob o composto. Apds
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a primeira etapa, o composto foi retirado e homogeneizado antes de ser
submetido a segunda etapa de pasteurizacao.

3.2.2  Preparo do indculo de Agaricus brasiliensis.

Simultaneamente ao inicio do processo de compostagem, preparou-se o
inoculante do Agaricus brasiliensis. Este indculo foi preparado com a linhagem
CS1 da colecdo do Laboratdrio de Cogumelos Comestiveis da UFLA. A cultura
foi reativada e mantida em meio de cultura BDA (batata dextrose agar),
incubado em cadmara BOD a 26° C. Essa cultura foi considerada a matriz
priméria para o preparo do inoculante do A. brasiliensis.

A matriz secundaria foi preparada em substrato contendo 90% de arroz
em casca e 10% de farelo de trigo, suplementado com 2% de gesso agricola e
2% de calcério calcitico, tendo como base o peso total da mistura dos
ingredientes principais (arroz em casca e farelo de trigo).

Primeiramente o arroz foi pré-cozido em agua fervente por 20 minutos,
como pré-tratamento de desinfestacdo e para absorver umidade. Paralelamente o
farelo de trigo foi umedecido com mesmo volume em agua e autoclavado por 30
minutos. Em seguida, foram misturados e acrescentados os suplementos, sendo
entdo acondicionados em frascos com capacidade de 200 mL, tampados com
algoddo e autoclavados por 1 hora duas vezes com intervalo de 24 horas. Os
frascos, apds atingirem temperatura ambiente, foram inoculados em cdmara de

fluxo laminar com fragmentos do meio BDA colonizados por A. brasiliensis.

3.2.3 Inoculagdo do composto com A. brasiliensis

Apos o término da pasteurizagdo do composto, esperou-se 24 horas para
0 mesmo atingir a temperatura ambiente, sendo entdo retirado do tunel,
homogeneizado e acondicionado em sacolas plasticas com capacidade para 10

kg de composto e inoculado com aproximadamente 3% do inoculante sobre o
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composto e misturados. As sacolas foram fechadas e incubadas em temperatura
ambiente. No momento que ocorreu a completa colonizacdo das sacolas,
aproximadamente 30 dias ap6s a inoculagdo, foram retiradas amostras aleatérias
do composto, que foram depois pesadas e levadas para estufa de ventilacdo
forcada a 65°C para determinar o teor de umidade do substrato colonizado, com

objetivo de calcular posteriormente a eficiéncia bioldgica de cada tratamento.

3.2.4 Inducdo da frutificacdo e colheita dos cogumelos

Para inducdo da frutificacdo, 4 kg do composto colonizado foram
acomodados em vasos de polietileno de 20L. Apds o nivelamento do composto,
o mesmo foi coberto com cinco centimetros da camada de cobertura
previamente preparada. A terra utilizada para a cobertura do composto foi o
Latossolo Vermelho distroférrico de horizonte B adicionado de 20% (v/v) de
carvdo vegetal moido, com pH ajustado para 7,0. O ajuste do pH foi feito
adicionando-se calcério calcitico, com base na anlise do solo, no momento do
acréscimo do carvao vegetal e incubagdo por 15 dias.

Os vasos assim preparados foram incubados na sala de cultivo de
cogumelos a temperatura ambiente e a camada de cobertura foi mantida Gmida
durante todo o periodo de cultivo, com regas periddicas. A partir do momento
em que a camada de cobertura tornou-se completamente colonizada, o exaustor
da casa de cultivo foi ligado por um periodo de aproximadamente duas horas
pela manhd e ao final da tarde, para garantir maior aeragdo do ambiente. O piso
foi molhado quatro vezes ao dia com objetivo de manter a umidade relativa do ar
acima de 70%.

A colheita iniciou-se aproximadamente 25 dias apds a inducdo da
frutificacdo. Os cogumelos foram colhidos sempre que apresentaram tamanho
maximo e antes de iniciar a abertura do pileo, quando as paredes laterais do

mesmo apresentavam-se paralelas ao estipe. O excesso de terra de cada
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cogumelo foi removido com auxilio de um pincel antes que fosse feita a

pesagem.

3.25 Calculo da eficiéncia biolégica e produtividade

Foram retiradas amostras aleatérias do composto colonizado de cada
tratamento em trés repeticGes de aproximadamente 200 gramas, acomodadas em
sacos de papel, pesadas e levadas a estufa de ventilacéo forcada a temperatura de
65°C até a obtengdo de peso constante. A eficiéncia bioldgica de cada tratamento
foi determinada considerando a massa de cogumelos frescos colhidos pelo peso
do composto desidratado, em percentagem (EB = [massa de cogumelos
frescos/massa de composto desidratado] x 100). A produtividade foi calculada
de forma semelhante porém, considerando-se a producdo de cogumelos frescos
por composto Umido (P = [massa de cogumelos frescos/massa de composto
Umido] x 100).

3.2.6 Determinagéo do crescimento micelial

Para a determinacdo do crescimento micelial, foram utilizados dois
quilos do composto para cada tratamento, acomodados em sacos plasticos
transparentes e inoculados com o A. brasiliensis somente na superficie superior
do composto. Apo6s 16 dias, foi avaliado o crescimento micelial em cm/dia,
tomando-se 6 medidas em pontos equidistantes em cada saco, as quais foram

convertidas em uma média.

3.3 Descricao dos experimentos
3.3.1 EXPERIMENTO 1 Inoculagéo dos microrganismos em diferentes etapas

do processo de compostagem.

Para o experimento de inoculacdo do composto foram utilizados dois

tipos de inoculantes microbianos. O primeiro inoculante foi constituido de
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apenas uma espécie de fungo (Scytalidium thermophilum) e o segundo foi
constituido de duas espécies de bactérias (Alcaligenes faecalis Pseudomonas sp
e Bacillus subtillis). Os tratamentos consistiram na inoculagdo dos coquetéis
microbianos separadamente em diferentes etapas da compostagem, ficando
assim estabelecidos os tratamentos:

—_—

C TESTEMUNHA R
L ) TRATAMENTO
O 01 Bactérias
M‘ TRATAMENTO
INOCULACAO NO LD
P MOMENTO DA n
_\ SUPLEMENTAGAO | e
O \ 02 Bactérias
INOCULACAO NO C—
S MOMENTO DA TRATAMENTO
PASTEURIZACAO 05 Fungo
INOCULACAO APOS TE?;;T;!\LLO
O PASTEURIZAGAO
TRATAMENTO
06 Fungo

Todas as pilhas de composto foram montadas no mesmo dia, de forma a
se utilizar as mesmas matérias-primas, com o intuito de minimizar variagdes na
composicao da mesma.

O fungo Scytalidium thermophilum foi reativado em &gar aveia a 40°C,
para multiplicacdo do indculo. Os esporos produzidos foram ressuspensos com
adicdo de &gua nas placas colonizadas e raspagem da cultura com uma lamina de

vidro estéril. A concentragdo de esporos na suspensdo foi determinada por
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contagem em camara de Neubauer. Em seguida foi preparada uma diluicdo em
20L de &gua de forma que, apos a distribuicdo no composto, fosse obtida uma
concentracdo final de 10° esporos por grama de composto desidratado.

As bactérias foram reativadas em caldo nutriente e depois cultivadas em
agar nutriente, para a obtencdo de culturas puras e realizacdo do teste de
coloracdo de Gram. Para se determinar o tempo de incubacdo para a obtencdo da
massa de células necessarias e o volume de cada cultura para cada tratamento foi
obtida a curva de crescimento de cada espécie de bactéria em frascos “Side
Arm” com leituras em colorimetro a 540nm.

As culturas de bactérias foram diluidas em 20 litros de agua, de forma a
obter-se uma concentracdo de 10° células por grama de composto desidratado
para cada espécie de bactéria e entdo, distribuidas uniformemente na superficie

do composto, utilizando um regador.

3.3.2 EXPERIMENTO 2 Desinfestacdo e inoculacdo da camada de

cobertura com as bactérias Alcaligenes faecalis e Bacillus subtillis

Neste experimento, 0 composto colonizado foi primeiramente
fragmentado e homogeneizado, e depois acomodado em vasos de polietileno de
20L, para receber posteriormente a camada de cobertura, preparada conforme
descrito no item 3.2.4.

Os tratamentos consistiram na inoculacdo das mesmas espécies de
bactérias utilizadas no experimento | (Alcaligenes faecalis e Bacillus subtillis)
na camada de cobertura, no momento em que a mesma foi disposta sobre o
composto. Para isto, utilizou-se o material de cobertura autoclavado por duas
horas a 121° C duas vezes, com intervalo de 24 horas e também o mesmo
material ndo autoclavado. Como controles, foram utilizados 0s mesmos
materiais (autoclavado e ndo autoclavado) sem a inoculagdo com as bactérias.

Com isso foi possivel comparar o efeito da inoculagdo com as bactérias em terra
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autoclavada e ndo autoclavada, bem como observar o efeito da autoclavagem da
terra de cobertura sobre a frutificacdo do cogumelo A. brasiliensis. Desta forma,

os tratamentos da terra de cobertura ficaram assim estabelecidos:

AUTOCLAVADA
Sem inoculagao

AUTOCLAVADA

TERRA DE Inoculada

COBERTURA

NAO AUTOCLAVADA Sem
inoculacao

NAO AUTOCLAVADA
Inoculada

As culturas bacterianas foram preparadas conforme descrito
anteriormente, utilizando-se também 10° células por grama de solo desidratado.
O indculo foi diluido em dois litros de &gua e a inoculagdo realizada com auxilio
de um regador. A inoculacdo ocorreu logo apds a disposicdo da camada de
cobertura sobre o composto. Os vasos nao tratados foram irrigados somente com

agua, no mesmo volume (2L).
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3.3.3 Delineamento experimental e analise estatistica

Para cada tratamento de inoculacdo do composto foram utilizadas oito
repeticdes para avaliacdo da produtividade e eficiéncia biologica, sendo cada
parcela constituida por trés vasos, com um total de 56 parcelas experimentais,
em delineamento de blocos casualizados, submetidos ao teste de Scott-Knot a
5% de probabilidade. Para o experimento de avaliacdo do crescimento micelial,
foram utilizadas 14 repeticGes, em blocos casualizados, sendo cada saco
considerado uma repeticéo.

Para o tratamento de inoculagdo na camada de cobertura foram
utilizadas quatro repeticdes para avaliagdo da produtividade e eficiéncia
biolégica, sendo cada parcela constituida por trés vasos, com um total de 16
parcelas, submetidas ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises
de variancia e os testes de média foram realizados com o auxilio do programa
computacional SISVAR (Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO 1 Inocula¢do dos microrganismos em diferentes etapas
do processamento de compostagem

4.1.1 Umidade no composto colonizado em cada tratamento

A umidade do composto ao final do processo variou para alguns
tratamentos, conforme descrito na tabela 1. Durante as reviragens do composto,
sempre que necessario, adicionou-se agua para manter a umidade do mesmo
entre 65 e 70%. Apesar da tentativa de se manter a mesma umidade para todos
0s tratamentos, na préatica isso é muito dificil, uma vez que ndo é possivel avaliar
a umidade de forma precisa e determinar a quantidade de agua exata a ser
adicionada. Por isso é natural que haja uma variagéo no teor de umidade entre 0s
tratamentos.

Em funcdo dessas variacOes, é extremamente importante que a producéo
de cogumelos seja expressa em termos de eficiéncia bioldgica, que ¢€
determinada em fungcdo do peso do composto desidratado. Apesar da
produtividade parecer mais interessante e facilmente compreendida pelos
produtores, a eficiéncia biol6gica é defendida como melhor parametro cientifico
de avaliacdo, exatamente pelo fato de considerar a producdo de cogumelos em
funcéo do peso do composto desidratado, o que permite comparar a eficiéncia de
conversdo do substrato para diferentes tratamentos. Quando se utiliza
produtividade, os dados podem ser de mais dificil interpretacdo, uma vez que 0s
substratos obtidos podem apresentar diferentes teores de umidade, como foi
observado no presente trabalho, e, consequentemente, diferentes teores de

matéria seca.
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TABELA 1 Teor de umidade do composto colonizado nos diferentes
tratamentos de inoculacao.

Tratamentos de inoculagdo™ Umidade
T1 — Bactérias na suplementacéo 69,23%.
T2 — Bactérias na pasteurizagédo 75,20%.
T3 — Bactérias ap0s pasteurizagdo 67,27%.
T4 — Fungo na suplementacao 64,00%.
T5 — Fungo na pasteurizacdo 67,16%.
T6 — Fungo ap6s pasteurizacao 71,43%
Testemunha 64,29%.

4.1.2 Produtividade e eficiéncia biol6gica do cogumelo A. brasiliensis em
funcdo da inoculacdo do composto com bactérias e S. thermophillum

Os resultados de crescimento micelial, produtividade, eficiéncia
bioldgica e peso médio dos cogumelos colhidos nos diferentes tratamentos de
inoculagdo do composto de cultivo do cogumelo A. brasiliensis com o coquetel
bacteriano, apresentaram diferenca significativa em relacdo a testemunha pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (Tabela 2).

Considerando os resultados de crescimento micelial, o tratamento T2
(inoculagdo no momento da pasteurizacdo) foi superior aos demais, seguido pelo
tratamento T1 (inoculagdo no momento da suplementacéo).

As diferengas de produtividade entre os tratamentos ndo foram

significativas. Entretanto, quando a produgdo foi comparada em termos de
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eficiéncia biologica, os tratamentos T1 e T2 foram superiores ao tratamento T3 e
a testemunha (Tabela 2).

Os resultados de crescimento micelial e eficiéncia biolégica indicam que
a inoculacédo das bactérias deve ser feita no momento da suplementagéo ou antes
da pasteurizacdo do composto. Considerando que ndo houve diferenca
significativa entre os resultados de eficiéncia bioldgica entre T1 e T2, pode ser
gue a inoculacdo no momento da suplementacdo seja a mais indicada, pelo fato
de se poder combinar a inoculagdo e a suplementacdo, economizando assim
mao-de-obra e tempo. E preciso considerar, entretanto, que a velocidade de
crescimento micelial foi significativamente superior no tratamento T2, o que

pode significar maior velocidade de colonizagédo do composto.

TABELA 2 Resultados de crescimento micelial, produtividade, eficiéncia
biolégica e peso médio dos cogumelos produzidos nos diferentes
tratamentos de inoculagdo do composto de cultivo de A.
brasiliensis com bactérias. T1- momento da suplementacdo; T2—
momento da pasteurizacdo; T3— ap6s a pasteurizacdo. EB-
Eficiéncia bioldgica.

crescimento

TRATAMENTOS! micelial produtividade EB Peso
(mm/dia) (%) (%) ()
T2 125A 7,90 A 3186 A 3140A
T1 0,79B 8,29 A 2696 A 29,71 A
T3 0,52C 6,36 A 1961B 26,62 A
Testemunha 0,47C 7,49 A 2097B 29,98 A
Ccv 27,41 % 29,92 % 30,32% 26,60 %

IAs médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si a nivel de 5% de
probabilidade de acordo com o teste de Scott-Knott.

A importancia da presenca de bactérias introduzidas ou naturalmente
presentes no composto de cultivo de cogumelos vem sendo relatada hé bastante

tempo. Reddy & Patrick (1990) estudaram o efeito de bactérias associadas ao
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composto de Agaricus bisporus e verificaram que algumas bactérias como a
Pseudomonas putida, associadas ao fungo, estimulam o desenvolvimento do
micélio do cogumelo.

Para os tratamentos que receberam inoculacdo com o fungo S.
thermophillum, observou-se uma diferenca significativa apenas para o
crescimento micelial do A. brasiliensis no composto (Tabela 3). Os tratamentos
T4 (inoculacdo no momento da suplementacdo) e T6 (inoculagdo apoés a
pasteurizacdo) apresentaram maior velocidade de crescimento micelial quando
comparados ao tratamento T5 e a testemunha. A menor velocidade de
crescimento micelial no composto inoculado com S. thermophillum no momento
da pasteurizagdo (T5) pode estar relacionada a eliminagdo dos propéagulos do
fungo pela pasteurizacdo a vapor, que é considerada um processo severo de
pasteurizacdo, o qual atinge temperaturas acima de 80°C. E possivel que a
inoculacdo, no momento da suplementacdo do composto, permita o crescimento
do fungo no composto, aumentando a sua populacdo de tal forma que a
pasteurizacdo ndo consiga eliminar totalmente, permitindo assim que o fungo
permaneca até o final. Da mesma forma, com a inoculagdo apés a pasteurizacgéo,
o fungo inoculado pode trazer também algum beneficio para o crescimento
micelial do A. brasiliensis. Entretanto, sendo um fungo termofilico, o
crescimento do S. thermophillum passaria a ser limitado em funcdo da
temperatura de incubacdo do composto ser menor do que a temperatura 6tima

para o seu crescimento.
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TABELA 3 Resultados de crescimento micelial, produtividade, eficiéncia
bioldgica e peso médio dos cogumelos produzidos nos diferentes
tratamentos de inoculacdo do composto de cultivo de A.
brasiliensis com S. thermophillum.  T4-  momento da
suplementagdo; T5- momento da pasteurizacdo; T6— apos a
pasteurizacdo. EB- Eficiéncia bioldgica.

crescimento

TRATAMENTOS? micelial produtividade EB Peso
(mm/dia) (%) (%) (%)
T4 0,95A 785 A 2191 A 25,48 A
T6 0,81 A 555A 18,97 A 26,82 A
T5 0,46 B 7,65 A 23,31 A 28,68 A
Testemunha 0,47 B 7,49 A 20,97 A 29,98 A
CcVv 27,41% 31,91 % 30,82 % 19,17 %

IAs médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a nivel de 5% de
probabilidade de acordo com o teste de Scott-Knott.

Siqueira (2006) avaliou a utilizagdo do S. thermophillum e o coquetel
bacteriano durante a compostagem para cultivo do A. brasiliensis. Entretanto,
ele fez a inoculagdo quatro vezes durante o processo (na suplementagdo, na
pasteurizacdo, entre as duas etapas de pasteurizacdo e ap0Os pasteurizacao).
Provavelmente, essa inoculagdo, em varias etapas da compostagem, permitiu que
0s microrganismos inoculados permanecessem no composto até o final da
compostagem e pasteurizagdo do composto. Além da maior velocidade de
crescimento micelial, o autor observou também maior produtividade e maior
eficiéncia bioldgica em relagdo ao composto ndo inoculado.

Os resultados obtidos por Siqueira (2006) demonstraram claramente o
efeito positivo da inoculacdo do composto com microrganismos. Entretanto, o
autor ndo testou se a inoculacdo do composto poderia ser feita em apenas uma

etapa em vez de quatro. O ideal seria que se fizesse apenas uma etapa de
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inoculacdo de forma a facilitar o trabalho e reduzir os custos para o produtor,
que teria que adquirir o coquetel microbiano de laboratérios especializados.

Por isso, neste trabalho foi testada a inoculacdo dos microrganismos em
diferentes etapas, com o objetivo de se estabelecer um Unico momento de
inoculacdo. Era esperado que uma inoculagdo mais precoce permitisse uma
maior acdo das bactérias, mas, por outro lado, ndo se sabia também se as
elevadas temperaturas do inicio da compostagem, que chegam a mais de 70° C e
da pasteurizagcdo a vapor, que chegam a mais de 80° C, poderiam eliminar
grande parte da populacdo bacteriana inoculada. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram que a inoculacdo de bactérias na suplementacdo ou na
pasteurizacdo poderdo ser utilizados sem comprometer a eficiéncia biologica do
composto.

No trabalho realizado por Siqueira (2006), além da maior velocidade de
crescimento micelial, observou-se que a inoculagdo do composto com S.
thermophillum apresentou 0 mesmo efeito observado na inoculagdo com
bactérias. Entretanto, € importante ressaltar novamente que o autor inoculou o
fungo quatro vezes, assim como foi feito com as bactérias. Isso pode ser uma
indicacdo de que o isolado de S. thermophillum seja mais sensivel que as
bactérias as elevadas temperaturas observadas durante a compostagem e a
pasteurizacdo do que as bactérias utilizadas neste trabalho. Desta forma, pode
ser que a inoculacdo do S. thermophillum deva ser feita em pelo menos duas
etapas durante o processo de compostagem, ou utilizar uma maior concentracdo
de esporos do que a foi utilizada neste trabalho, de forma a intensificar o
crescimento do fungo antes da pasteurizagao.

Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas nos
resultados de produtividade e eficiéncia biolégica com a inoculagdo do
composto com o S. thermophillum, a maior velocidade de crescimento micelial

nos tratamentos T4 e T6 indicam a possibilidade de obtencdo do composto
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colonizado em menor tempo, o que favorece a reducao do tempo necessario para
completar a cadeia de producdo. Além disso, essa diferenca no crescimento
micelial é também um indicativo de um efeito positivo da utilizacdo do S.
thermophillum como aditivo no processo de compostagem.

Vijay et al. (1999), inoculando diferentes fungos terméfilos no processo
de compostagem para a producdo de A. bisporus, alegou que a inoculagdo com o
fungo S. thermophilum torna o substrato mais produtivo, o que ndo ocorreu no
presente estudo com o A. brasiliensis. Além disso, segundo os autores, com a
inoculagdo do composto com o S. thermophilum, ocorre menor perda de
nitrogénio na forma de aménia no decorrer da compostagem e o composto sofre
menor aquecimento, quando comparado com o composto sem inoculagéo.

Segundo Peters et al. (2000), a qualidade do composto esta diretamente
ligada a composicdo e sucessdao das comunidades microbianas durante o
processo de compostagem. O presente trabalho abordou um numero bastante
reduzido de espécies microbianas, quando provavelmente um maior nimero de
espécies bacterianas, incluindo actinobactérias, além de fungos, podem
apresentar grande potencial como aditivos no processo de compostagem para o
cultivo de cogumelos. Por isso, novos estudos deverdo ser conduzidos para
avaliar a combinacdo de diferentes bactérias, actinobactérias e S. thermophillum,
além da necessidade de se definir as concentracdes ideais desses microrganismos
no momento da inoculacéo. Além da combinagdo de diferentes espécies, estudos
de sucessdo microbiana deverdo ser também conduzidos para conhecer quais
espécies dominam o processo, persistindo até o final, e quais poderiam
apresentar maior potencial de utilizacdo. Para isso serdo necessarios ensaios de
inoculagdo com cada espécie separadamente.

A produtividade média obtida neste trabalho (5,5 a 7,5%) foi inferior a
obtida por Siqueira (2006) (10,0 %), provavelmente em funcéo das temperaturas

mais baixas observadas durante o experimento. Além da cAmara de cultivo ndo
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contar com sistema de aquecimento, o periodo de cultivo foi marcado por muita
chuva, que resultou em quedas seguidas de temperatura, tornando-se dificil
manter a temperatura de 25° C, considerada ideal para o cultivo deste cogumelo.
Um forte indicador desse problema foi a demora para o inicio da frutificacdo.
Normalmente a inducdo da frutificacdo pode ser feita em meados de
agosto/setembro, quando a temperatura média durante o dia ja esta acima de 20°
C. Entretanto, o clima apresentou muitas oscilagdes nesse periodo, 0 que
comprometeu de certa forma a produtividade. Esse efeito ficou evidenciado no
deslocamento dos picos de producédo para o periodo de 60 a 90 dias apds o inicio
da frutificagdo (Figuras 1 e 2), quando, em condi¢Ges normais, a producgao chega

a um franco declinio.
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FIGURA 1 Fluxos de producdo do cogumelo A. brasiliensis para os diferentes
tratamentos de inoculagdo do composto com bactérias. T1-
Inoculacdo na suplementacdo; T2- Inoculacdo na pasteurizacao; T3-
Inoculagdo ap6s a pasteurizacao.

37



9

&

7

6

5 M Testemunha
4 mT 4
; T5
5 ol

Prod. N

) inducdo 0a30 30a60 60a%90 90al20 Total

(25 dias) dias dias dias dias

FIGURA 2 Fluxos de producdo do cogumelo A. brasiliensis para os diferentes
tratamentos de inoculagdo do composto com S.thermophilum. T4-
Inoculacdo na suplementagdo; T5- Inoculacdo na pasteurizacéo;
T6- Inoculacdo ap6s a pasteurizacao.

Outra dificuldade observada nos experimentos de cultivo de cogumelos
em substrato obtido por compostagem é o alto coeficiente de variagdo
encontrado nas analises estatisticas. Um coeficiente de variacéo elevado dificulta
a obtencéo de diferencas significativas entre os tratamentos, mesmo quando as
diferencas entre as médias sejam numericamente altas. Esse problema esta
associado a elevada heterogeneidade do composto, porque mesmo com as
reviragens periodicas durante a compostagem, é impossivel garantir uma
uniformidade de todas as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do
composto. Durante a Fase |, sdo feitas reviragens periédicas do composto, numa
tentativa de amenizar ou minimizar o efeito de estratificagdo, uma vez que ha
grandes diferencas de atividade microbiana nas varias posi¢es dos materiais nas
pilhas. As camadas mais externas sdo normalmente mais secas, frias e aeradas,
enquanto que camadas intermediarias apresentam-se mais Umidas e com
temperatura e aeracdo intermediérias. A regido mais interna tende a ser a mais

quente e com maior restricdo de oxigénio. Essas diferencas fazem com que
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microrganismos diferentes cresgam de forma diferenciada no composto, fazendo
com que os processos de degradacdo e produgdo de metabdlitos também sejam
diferenciados. Com a reviragem periddica, procura-se ao menos fazer uma
redistribuicdo do substrato nessas camadas, fazendo com que, ao final do
processo todo o material tenha sido submetido aos mesmos processos
microbianos.

Com o desenvolvimento da Fase Il da compostagem, passou-se a
considerar que a fase final da compostagem seria realizada em condi¢Ges mais
controladas. Entretanto, esse controle depende muito da infraestrutura utilizada
para a conducédo da Fase 1. Nos paises onde a produgdo do composto de cultivo
atingiu um “status” de atividade industrial, a infraestrutura dos tlneis para a
conducéo da Fase Il permitem um bom controle do fluxo de ar, temperatura e
umidade. Apesar disso, mesmo nesses paises, a heterogeneidade do composto
tem sido apontada como a principal causa de indices elevados de coeficiente de
variacdo ou erro padrdo (Peil et al., 1996; Straatsma et al., 2000). Mesmo para
cogumelos cultivados em substratos axénicos, o alto coeficiente de variacdo
pode ser atribuido a heterogeneidade do composto (Salmones et al., 2004).

No Brasil, as estruturas normalmente utilizadas para a conducdo da Fase
Il sdo na sua maioria bastante simples, em funcdo do custo de construcdo, ndo
contando normalmente com controles computadorizados. Nessas condicdes é
provavel que mesmo dentro do tunel ocorra ainda certo grau de estratificacéo,
tanto no sentido vertical como no sentido horizontal, em funcdo de possiveis
diferencas de intensidade de ventilacdo, de resisténcia do composto, etc. Por
isso, na conducdo dos experimentos, 0 composto é sempre misturado, ao ser
retirado do tanel no final da Fase Il, com o objetivo de se alcancar certa
uniformidade. Entretanto, mesmo com esse cuidado, é provavel que o composto

final obtido ainda apresente certa heterogeneidade.
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Em experimentos futuros, sera utilizada uma estratégia adicional para
reduzir essa heterogeneidade do composto. Apo6s a colonizagdo, os blocos de
composto serdo gquebrados e todos misturados, antes de se montar as repeticdes,
de forma que, pelo menos dentro de cada tratamento, haja uma maior

uniformidade possivel.

4.2 EXPERIMENTO 2 Efeito da microbiota natural e da inoculacdo do
coquetel bacteriano na camada de cobertura do cogumelo A. brasiliensis

4.2.1 Precocidade na produgéo dos cogumelos

Os resultados de precocidade na producdo dos cogumelos estdo
demonstrados na Tabela 5, e apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. De modo geral,
observou-se que o inicio de frutificacdo do cogumelo foi bastante tardio,
considerando-se que normalmente a mesma ocorre entre 20 e 30 dias ap6s a
cobertura do composto. Conforme discutido anteriormente, essa frutificacdo
tardia provavelmente esta associada também as baixas temperaturas observadas
durante o cultivo, em funcdo das chuvas intensas durante o periodo dos

experimentos.

Apesar disso, observou-se um efeito positivo da inoculacéo da terra ndo
autoclavada, cujo tratamento produziu o primeiro cogumelo cerca de 16 dias
mais cedo, quando comparado ao tratamento com a terra ndo autoclavadada e
ndo inoculada. Da mesma forma, observou-se que no tratamento de inoculacéo
da terra autoclavada a frutificagdo iniciou-se cerca de 14 dias antes do

tratamento com terra autoclavada e ndo inoculada.

E muito importante observar que a autoclavagem da terra de cobertura
apresentou um efeito significativo sobre o inicio da frutificacdo, tornando o

processo cerca de 21 dias mais tardio em relacdo a terra ndo autoclavada.
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Entretanto, quando a terra autoclavada foi inoculada com as bactérias, o tempo
médio necessario para o inicio da frutificacdo foi estatisticamente semelhante ao
da terra ndo autoclavada (Tabela 5). Esses resultados constituem um forte
indicio de que a microbiota presente na terra de cobertura é importante no
processo de inducdo da frutificacdo e que a sua utilizacdo pode ser importante

para tornar o ciclo de producdo mais precoce.

TABELA 4 Precocidade de em dias entre 0 momento da inducéo a frutificacdo
e 0 primeiro cogumelo colhido de cada tratamento da terra de

cobertura.
Tratamentos® Dias
Nao autoclavada inoculada 38,50 A
Nao autoclavada 55,25 B
Autoclavada e inoculada 62,00 B
Autoclavada 76,25 C
Ccv 15,97%

As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si a nivel de 5% de
probabilidade de acordo com o teste de Scott-Knott.

4.2.2 Efeito da autoclavagem e inoculagdo da terra de cobertura sobre a
produtividade, eficiéncia bioldgica e peso médio dos cogumelos A.
brasiliensis
Os resultados de produtividade, eficiéncia biol6gica e peso médio dos

cogumelos estdo descritos na tabela 6, com diferencas significativas entre os

tratamentos a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. Ao contréario do
efeito observado sobre o inicio da frutificacdo, a utilizacdo da terra autoclavada
apresentou um efeito positivo sobre a producéo total de cogumelos, com um
aumento de pelo menos 50% em relagdo aos tratamentos que utilizaram terra nao
autoclavada. Neste caso, a inoculacdo da terra com as bactérias ndo apresentou

nenhum efeito sobre a produtividade do cogumelo, tanto no tratamento com a
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terra autoclavada como no tratamento com terra ndo autoclavada.

Considerando apenas os resultados de produtividade e eficiéncia
biolégica, poderia-se concluir que o tratamento de desinfestacdo da terra de
cobertura é mais importante do que a inoculacdo da mesma com as espécies
testadas neste trabalho. Os resultados sugerem que a presenca da microbiota
natural do solo utilizado neste ensaio favoreceu a uma maior produtividade do
cogumelo, 0 que poderia sugerir que um tratamento de desinfestagdo da terra de
cobertura € muito importante para 0 processo.

Entretanto, deve-se considerar que um dos fatores mais importantes no
cultivo comercial de cogumelos é a duragdo do ciclo de produgdo. Por isso, 0s
resultados obtidos neste trabalho sdo paradoxais, porque, por um lado, indicam
uma maior produtividade com a terra desinfestada, porém, por outro lado,
apontam para um inicio de frutificagdo muito mais tardio, tornando o ciclo de
producdo tdo longo que inviabilizaria o cultivo comercial.

Conforme pode-se observar na figura 4, quando a terra ndo autoclavada
foi inoculada com as bactérias, o pico de producao ocorreu ja no primeiro fluxo,
enguanto que, com a terra ndo autoclavada e ndo inoculada, o pico de producéo
ocorreu no segundo fluxo de producdo. Com a terra autoclavada, os picos de
producédo foram observados apenas no terceiro fluxo, mesmo com a inoculagdo
com as bactérias, ainda que o inicio da frutificacdo tenha sido mais precoce
conforme discutido anteriormente (Tabela 5). Esses resultados indicam que a
inoculacéo da camada de cobertura com bactérias pode ser uma estratégia muito

interessante para o cultivo do cogumelo A. brasiliensis.
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TABELA 5 Resultados de produtividade, eficiéncia biolégica e peso médio dos
cogumelos de A. brasiliensis em funcdo dos tratamentos de
autoclavagem e inoculacao da terra de cobertura com bactérias.

TRATAMENTOS! Produtividade ~ EB Peso

Terra autoclavada sem inoculagéo 12,79 A 4048 A 29,33 A
Terra autoclavada e inoculada 1253 A 3966 A 3181A
Terra ndo autoclavada inoculada 8,50 B 2691B 31,18 A
Terra ndo autoclavada sem inoculacéo 7,32 B 23,16 B 28,94 A
CcVv 26,37 % 26,37 % 14,80 %

IMédias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de
probabilidade de acordo com o teste de Scott-Knott. 2CV. 26,37, °CV. 26,37, “CV. 14,80.

14
12
m Terra ndo autoclavada

10

8 M Terra ndo autoclavada e

6 inoculada

4 Terra autoclavadae

) inoculada

0 M Terra autoclavada
Prod. inducdo 0a30 30a60 60a90 Total

(8) (38dias) dias dias dias

FIGURA 3 Fluxos de producdo do cogumelo A. brasiliensis, em funcdo dos
tratamentos de autoclavagem e inoculagéo da terra de cobertura.

Silva et al. (2007) relataram o isolamento de bactérias a partir de
diferentes tipos de solos utilizados como camada de cobertura, para o cultivo do
A. brasiliensis, e avaliaram também o efeito de diferentes tratamentos de
desinfestacdo da terra sobre a frutificacdo do cogumelo. Os autores testaram 0s
tratamentos de pasteuriza¢do com vapor d’agua e com formol, sendo este ltimo

0 procedimento mais comumente utilizado no Brasil para o tratamento da terra
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de cobertura. Entretanto, segundo os autores, as diferencas observadas entre 0s
tratamentos ndo foram significativas, de forma que o teste com terra ndo
desinfestada apresentou 0os mesmos resultados dos tratamentos de desinfestacdo.
No presente trabalho, foi utilizado um tratamento muito mais drastico, que é a
autoclavagem que, dependendo do tempo de tratamento e do volume de material
autoclavado, pode-se chegar a quase esterilizacdo do solo. Segundo Silva et al.
(2007), os tratamentos com formol ou vapor ndo eliminaram a comunidade
bacteriana presente no solo, ao contréario do que ocorreu com a terra autoclavada,
a partir da qual ndo houve sucesso no isolamento de microrganismos..

Ahlawat (1999) inoculou Alcaligenes faecalis na terra de cobertura do
cogumelo A. bisporus e obteve maior precocidade na frutificacdo. Segundo o
autor, a microbiota presente na terra de cobertura estimula a precocidade da
producdo de cogumelos, porém pode reduzir a produtividade no final do cultivo.
Os resultados obtidos neste trabalho parecem confirmar o efeito sobre a
precocidade, porém, ndo sobre a produtividade. Entretanto, essas informacdes
ndo podem ser conclusivas, uma vez que 0 universo de microrganismos
presentes no solo é muito grande. Portanto, pode ser possivel que uma
combinagdo adequada de microrganismos pode apresentar um efeito positivo
tanto sobre a precocidade como sobre a produtividade dos cogumelos.

Segundo Reddy & Patrick (1990), algumas bactérias isoladas
diretamente da superficie do micélio presente na terra de cobertura estimulam a
iniciacdo de corpos de frutificagdo em Agaricus bisporus, porém bactérias
isoladas do composto colonizado ndo interferem na formagéo de basidiocarpo.
Noble et al. (2003) relataram que a populagdo bacteriana presente na terra de
cobertura para o cultivo de A. bisporus varia de acordo com o material utilizado
para a cobertura do composto. De acordo com Miller et al. (1995) a populacéo
de Pseudomonas sp. na turfa esta entre 14 a 41% da populacéo total de bactérias

nesse material. Considerando que Pseudomonas putida é apontada como um dos
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fatores biol6gicos importantes para a frutificacdo do A. bisporus, pode ser que
essa elevada populacdo de Pseudomonas sp. na turfa, a torne um dos melhores
materiais de cobertura para o cultivo daquele cogumelo. Por outro lado, segundo
Fermor et al. (2000), a vermiculita ndo permite o crescimento de Pesudomonas
sp e outros géneros de bactérias como Bacillus e Alcaligenes que também sdo
apontados como estimuladores da frutificacdo de A. bisporus. Segundo 0s
autores, talvez seja essa a razdo pela qual a vermiculita ndo se mostrou um bom
material de cobertura, ao contrario da turfa.

Ahlawat (1999), em experimento in vitro, avaliou o efeito de culturas
vivas e mortas das bactérias B. megaterium e A. faecalis e concluiu que o A.
bisporus apresentou maior crescimento micelial no meio com células bacterianas
mortas, indicando que o fungo se beneficia dos metabdlitos liberados pelas
bactérias. Entretanto, para Pseudomonas putida, as evidéncias apontaram para
uma acao efetiva da bactéria que atua na degradacdo de uma substancia
inibitdria produzida pelo proprio micélio de A. bisporus (Rainey et al., 1990).

Portanto, a importancia da comunidade microbiana sobre a inducéo da
frutificagdo dos cogumelos em geral e, em especial, do A. brasiliensis, ainda
merece uma exploragdo mais profunda e, na verdade, diferentes espécies de
bactérias podem atuar de diferentes maneiras ou contribuindo com diferentes
fatores de crescimento ou de inibicdo. Consequentemente, S0 necessarios
estudos mais profundos sobre a microbiota presente nos diferentes tipos de solos
utilizados como material de cobertura, de forma a permitir a identificacdo das
espécies mais importantes para o processo de frutificagdo do cogumelo. Além
disso, estudos sobre a dindmica e o equilibrio populacional dessas espécies

deverdo ser conduzidos em experimentos futuros.
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4 CONCLUSOES

O coquetel bacteriano, utilizado como aditivo no processo de
compostagem para o cultivo do cogumelo A. brasiliensis, pode ser adicionado

no momento da suplementacéo do composto.

O S. thermophillum deve ser adicionado em mais de um momento

durante a compostagem ou em maior concentracdo de esporos.

A microbiota natural do solo utilizado como camada de cobertura
apresentou efeito negativo sobre a produtividade do cogumelo. Entretanto, a
eliminagdo completa dessa microbiota pode retardar muito o inicio da

frutificag&o, tornando o ciclo de producéo extremamente longo.
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