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RESUMO GERAL

GUIMARAES, Jodo Borges. Producdo de biomassa do Agaricus blazei
Murrill em vérios meios de cultura e desempenho e qualidade da carne de
frangos de corte alimentados com racdo suplementada com esse fungo.
Lavras: UFLA. 2006. 140 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)*

O cogumelo Agaricus blazei, originario do Brasil e cultivado em varios
paises, pode ser utilizado como alimento funcional e, em frangos, visa a
eliminacdo ou a diminuicdo do uso de antimicrobianos nas racoes. Este trabalho
teve como objetivos o desenvolvimento de novos meios de cultura para a
producdo de massa micelial do A. blazei e avaliar a utilizacdo desse cogumelo
como aditivo na racdo para frangos de corte. Para isso, foram conduzidos trés
experimentos: no primeiro, foram avaliadas diferentes formulagdes de meios de
cultura, visando a producdo de massa micelial de A. blazei para a utilizacdo em
racdo; no segundo, avaliou-se o desempenho de frangos de corte alimentados
com racdo suplementada com o cogumelo desidratado e, no terceiro, avaliou-se
a qualidade da carne de peito de frango alimentado com o A. blazei. Na primeira
fase da pesquisa foram formulados trés grupos de novos meios de cultura:
Nitrogénio-Fosforo-Potassio (NPK), Meio Bésico Alternativo (MBA) e Meio
Vinhaca Suplementada (MVS), os quais foram comparados (mm/dia e mg/dia)
com o meio MBC, j4 utilizado em laboratdrio. O meio de cultura de baixo custo
e com melhor crescimento micelial foi o NPK; formulado com adubos
fertilizantes (NPK, calcario, KCI e sulfato de aménio), sacarose, vinhaca e
Iévedo de cerveja. Na segunda fase, foi analisado o desempenho de 595 frangos
Ross alimentados com ragédo enriquecida pelo A. blazei, em 6 tratamentos e um
controle, sendo o desempenho avaliado entre 1 e 42 dias. Os resultados
indicaram diferencas entre os tratamentos, sendo 0,163% a concentragdo ideal de
cogumelo desidratado na racdo. Na terceira fase, foi avaliada a qualidade da
carne de peito de frango alimentado com o cogumelo A. blazei. As medidas de
qualidade analisadas aos 21 dias e aos 42 dias de criagdo foram: cor, perda de
peso por cozimento (PPC), forca de cisalhamento - maciez (FC), pH, proteina,
gordura, umidade e cinzas. Os resultados indicaram que o uso do cogumelo A.
blazei em racdo de frango de corte alterou positivamente atributos de qualidade
da carne de peito, como perda de peso por cozimento, luminosidade e pH.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias - UFLA (Orientador), Prof.
Dr. Antonio G. Bertechini,UFLA e Profa. Dra. Maria Cristina Bressan,UFLA



GENERAL ABSTRACT

GUIMARAES, Jodo Borges. Production of Agaricus blazei Murrill biomass
in several culture media and performance and quality of the meat of broiler
chickens fed diet supplemented with that fungus. Lavras: UFLA. 2006. 140 p.
Dissertation (Master in Food Science)*

The mushroom Agaricus blazei native to Brazil and grown in several
countries can be utilized as a functional food and in chickens, it aims at either
the elimination or the decrease of antimicrobials in those birds’ diets. This work
was intended to develop new culture media for the production of mycelial mass
of A. blazei and evaluate the use of that mushroom as an additive in the diet for
broiler chickens. So, three experiments were conducted: in the first, different
formulations of culture media were evaluated, aiming at the production of A.
blazei mycelial mass for utilization in diet; in the second, broiler chickens’
performance fed supplemented with the dehydrated mushroom was evaluated
and in the third, the breast meat quality of chicken fed A. blazei was evaluated.
In the first phase of the research, three groups of new culture media the first
phase were formulated: Nitrogen-Phosphorus-Potassium (NPK), Alternative
Basic Medium (MBA) and Supplemented Molasses Solubles Medium (MVS),
which were compared (mm/day and mg/day) with the (MBC), medium already
utilized in laboratory. The culture medium of low cost and best mycelial growth
was the NPK; formulated with fertilizers (NPK, dolomitic limestone, KCI and
ammonium sulfate), sucrose, supplemented molasses solubles medium and beer
leaven. In the second phase the performance of 595 Ross chickens fed A. blazei -
enriched diet in 6 treatments and one control, performance being evaluated
between 1 and 42 days. The results indicated differences among the treatments,
0.163% being the ideal concentration of dehydrated mushroom in the diet. In the
third phase, the quality of the breast meat of the chicken fed the mushroom A.
blazei was evaluated. The quality measures analyzed at 21 and 42 days of
raising: color, weight loss by cooking (WLC), shearing force — softness (SF),
pH, protein, fat, moisture and ashes. The results indicated that use of the
mushroom A. blazei in broiler chicken diet altered positively the quality
attributes of breast meats weight loss by cooking, luminosity and pH.

* Guidance Committee: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias - UFLA (Adviser),
Prof. Dr. Antdnio G. Bertechini,UFLA, Prof. Dr. Maria Cristina Bressan, UFLA



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

Na producdo de frangos de corte alguns critérios importantes estdo
relacionados a qualidade da carne produzida em seus aspectos de maciez, pH,

cor, suculéncia, entre outras medidas p6s-abate.

O uso de antibidticos e ou quimioterapicos em racles de frangos de
corte, como promotores da absorcdo de nutrientes, € uma pratica comum, na
qual existe efeito benéfico sobre a microbiota intestinal. Entretanto, o uso
continuo de niveis subterapéuticos de antibiético na alimentacdo animal
levantou suspeitas sobre a possibilidade de selecionar algumas cepas de
microrganismos resistentes a essas drogas podendo resultar, consequentemente,
em microrganismos infecciosos resistentes também em humanos, adquiridos por
contaminagéo cruzada.

Estudos revelaram que, uma vez respeitadas as dosagens e periodos de
caréncia dos promotores de crescimento, a ave fica isenta de residuos tdxicos.
Apesar disso, 0 uso de antibiéticos como promotores de crescimento em
frangos de corte estd sendo eliminado em paises da Comunidade Européia,
gerando, assim, uma adequacao dos paises exportadores de carne para a Europa,
como o Brasil.

Substitutos naturais dos promotores de crescimento sdo pesquisados e
trabalhos anteriores apontam para a utilizagdo do fungo Agaricus blazei, como
um possivel aditivo em ragdes. Atividades terapéuticas, tais como as de
anticarcinogénico, antiinflamatorio e antibi6tico, sdo encontradas em cogumelos,
principalmente em Basidiomicetos e Ascomicetos. Com isso, o fungo Agaricus
blazei tem sido alvo de algumas pesquisas na avaliagcdo de seu potencial como

um facilitador do crescimento em frangos de corte.



No entanto, a utilizacdo do cogumelo desidratado apresenta algumas
limitacdes, pelo fato de ser um produto de exportacdo, o que torna o seu custo
muito elevado. Por isso, tém-se buscado alternativas, como 0 uso do composto
pos-cultivo ou micélio do fungo produzido em condigdes de fermentacGes. Para
a segunda alternativa, torna-se necessaria a formulagdo de novos meios de
cultura, de baixo custo e de facil aquisi¢do, para que o cultivo pleno do fungo
seja viavel economicamente, visando a producédo de carne de frangos de corte.

Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho:

1. produzir novo meio de cultura de baixo custo e facil aquisi¢do para o
cultivo do fungo Agaricus blazei;
2. avaliar os efeitos dos niveis crescentes do cogumelo em ragbes de

frango de corte como alternativa aos aditivos usuais; e

3. avaliar a qualidade da carne de peito de frango, alimentado com racgéo

suplementada com o cogumelo Agaricus blazei.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os cogumelos comestiveis — historico

Os fungos comestiveis, provavelmente, tiveram importancia na forma de
vida e desenvolvimento das sociedades do periodo pré-neolitico. Na literatura
etnografica mundial, sdo encontradas evidéncias sobre o consumo de fungos
comestiveis na América pré-hispanica, relatado por inscri¢cbes de missionarios e
soldados espanhdis do século XVI (Villareal & Pérez, 1989). Os maias também,
muito provavelmente, tiveram relacdo com espécies de fungos comestiveis e
alucindgenos, tendo em vista as estatuetas de pedra em forma de fungos
superiores produzidas por eles naquele periodo (Urrea, 2001).

Segundo Miles & Chang (1997), os cogumelos comestiveis vém sendo
utilizados desde as civilizagdes antigas dos impérios romano, grego, chinés e
egipcio, e na América Central, entre 0s incas e 0s astecas. O cultivo intencional
iniciou-se na China, por volta do ano 600 d.C., com Auricularia auricula e entre
0 ano 800 a 900 d.C., com o Flammulina velutipes. O cultivo de Lentinula
edodes iniciou-se entre os anos de 1000 e 1100 d.C. e o de Agaricus bisporus,
que é o cogumelo mais cultivado atualmente, nos anos 1600 d.C. (Miles &
Chang, 1997). No Brasil, a expansao do cultivo de Agaricus blazei comegou a
partir da década de 1990, impulsionada pelo alto preco desse cogumelo no
mercado internacional (Braga et al., 1998; Neves, 2000).

O cogumelo Agaricus blazei tem recebido grande atencdo, sendo
considerado um alimento fisiologicamente funcional e matéria-prima para o

desenvolvimento de novas drogas (Amazonas, 2004; Mizuno et al., 1990).



2.2 O cogumelo Agaricus blazei
O Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinem. (Figura 1) é um fungo saprofita,

comestivel e medicinal, que se desenvolve em clima tropical e Umido com
temperatura variando entre 25°C a 28°C (Urben, 2004). Este cogumelo é
conhecido como cogumelo-do-sol, mas essa denominagdo recebeu um registro
de marca: “Cogumelo-do-sol®” (INPI, n° 818484063). E de ocorréncia natural
nas regides serranas da Mata Atlantica do estado de Séo Paulo (Eira, 2003). A
espécie também é conhecida, no Brasil, como cogumelo piedade, cogumelo de
Deus ou cogumelo princesa; nos Estados Unidos, como “royal sun” agaricus
(Urben, 2005); no Japdo, ele é conhecido como  himematsutake ou
kawariharatake (Bellini et al., 2003; Kawagishi et al., 1989; Mizuno et al.,
1990).

FIGURA 1 Fotos do experimento com o fungo Agaricus blazei (Murrill) ss.
Heinem. cultivado em: a. placa, no meio NPK; b. canteiro
protegido e c. cultivo submerso, no meio NPK.

O Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinemann ¢ um fungo filamentoso,
pertencente ao Reino Fungi, Divisdo Basidiomycota, Classe Hymenomycetes,
Ordem Agaricales, Familia Agaricaceae e Género Agaricus (Alexopoulos, 1996;
Braga & Eira, 1997).



Segundo relatos de produtores, o A. blazei foi coletado, inicialmente, em
1965, na cidade de Piedade, SP, pelo agricultor Sr. Takatoshi Furumoto, que o
cultivou entre as décadas de 1960 e 70. Na época, algumas amostras foram
levadas para o Japdo, para a realizacdo de estudos sobre suas propriedades
medicinais (Eira, 2003), no lwade Mushroom Institute, onde um processo de
cultivo artificial foi desenvolvido (Mizuno et al., 1990). Depois, alguns isolados
desse fungo retornaram ao Brasil para serem cultivados no ambiente natural,
com menor custo de producédo (Colauto et al., 2002).

A espécie A. blazei foi descrita, pela primeira vez, por Murrill, em 1945
e coletada em Gainesville, na Flérida (EUA). Os espécimes coletados no Brasil
foram descritos por Heinemann (1993), que os identificou como da mesma
espécie encontrada nos EUA. Entretanto, estudos taxon6micos posteriores
demonstraram a existéncia de diferencas entre as espécies coletadas nos EUA,
em 1945 e as originarias do Brasil, coletadas na década de 1960, consideradas
suficientes para justificar a proposicdo de uma espécie nova, 0 Agaricus
brasiliensis (Wasser et al., 2002).

Contudo, estudos recentes de Kerrigan (2005), baseados nas andlises de
sequéncia do DNA, na regido ITS do rDNA e nas analises genéticas das
progénies hibridas, relataram que o A. blazei e o A. brasiliensis sdo sinonimias
do Agaricus subrufescens norte-americano, cultivado desde 1800. Entretanto,
essa denominacdo ainda ndo é amplamente utilizada e, assim, neste trabalho,

serd utilizada a denominacéo Agaricus blazei.

2.3 Valor nutricional do cogumelo Agaricus blazei
Os cogumelos sdo alimentos que podem ser usados em dietas

balanceadas, em razdo da baixa concentracdo de gordura e de energia, bem
como da alta concentracao de fibras dietéticas (Manzi et al., 2001).



A composicdo centesimal analisada do corpo de frutificacdo seco e do
micélio obtido da fermentacdo submersa do Agaricus blazei encontra-se na
Tabela 1. As analises foram realizadas no Departamento de Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

TABELA 1 Composicdo centesimal analisada para o micélio e o cogumelo
desidratados do isolado Agaricus blazei, na matéria seca.

Micélio Cogumelo

Umidade 11,25% Umidade 7,5%
Proteina:fator 4,38 20,32% Proteina:fator 4,38 22,38%
Gordura 1,95% Gordura 1,45%
Fibra 5,22% Fibra 6,60%
Cinzas 5,45% Cinzas 7,22%
Aculcares 47,14% Aclcares 57,78%
Fésforo 1,23% Faésforo 0,92%
Ferro 98,99 mg/100g  Ferro 11,93 mg/100g
Calcio 0,07% Célcio 0,10%
Cobre 63,50 mg/100g  Cobre 5,25 mg/100g

Analises realizadas no Laboratério do DCA/UFLA.

A proteina bruta foi calculada multiplicando-se o teor de N-Kjeldahl
pelo fator 4,38 (Vega, 2005). A correcdo da concentracdo de proteina, N x 4,38
em vez de N x 6,25, é consequiéncia do nitrogénio ndo protéico contido nas
paredes celulares dos fungos (Miles & Chang, 1997), o qual é digerido e
detectado no método de determinagdo da concentracdo de nitrogénio protéico
pelo método de Kjeldhal (Urrea, 2001).

A composigdo quimica dos cogumelos pode variar de acordo com a
espécie utilizada, o método de cultivo empregado e a composicdo do substrato

em que estes sdo desenvolvidos (Crisan & Sands, 1978). Em geral, os



cogumelos sdo ricos em minerais, tais como potassio, fosforo, ferro e calcio,
bem como em vitaminas: tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2),
piridoxina (vitamina B6), cianocobalamina (vitamina B12), acido pantoténico,
biotina (vitamina H), niacina, acido félico, ergosterol (vitamina D), tocoferol
(vitamina E), filoquinona (vitamina K) e, ainda, sdo fontes de quase todos 0s

aminoécidos (Eira, 2003).

2.4 Atividades terapéuticas do Agaricus blazei

Os efeitos terapéuticos do Agaricus blazei foram, inicialmente,
investigados na Faculdade de Medicina da Universidade de Mie e pela
Universidade de Shizuoka, no Japdo, onde descobriram-se suas propriedades
anticancerigenas e seu potencial de ativar o sistema imunoldgico. Os cientistas

japoneses revelaram que o polissacarideo B-glucana, principalmente (1—6) B-

D—glucopiranosil, associado com proteinas, atuava no organismo aumentando as
fungbes imunoldgicas, elevando os macrdfagos, as células “natural killer”
(NKC) do sistema linfatico, linfdcitos T e células B, evitando a regeneracdo e a
metastase do cancer (Mizuno, 1990 e 1995). Segundo Fujimiya et al. (1998), as
fragbes (1—4) a-D-glucana e (1—6) B-D—glucana, extraidas do Agaricus
blazei, também apresentaram atividades antitumorais.

A acdo antitumoral dos produtos isolados deste cogumelo é atribuida a
sua atividade imunoestimulante (Martins, 2004). Assim, ha relatos de que
produtos do cogumelo A. blazei tém a capacidade de estimular mecanismos
imunol6gicos como a atividade natural killer (Fujimiya et al., 1998; Kaneno et
al., 2004). Em relacdo aos macrdfagos, Ito et al. (1997) demonstraram que 0s
compostos proteoliticos estimulam a atividade fagocitica de macréfagos,
enquanto Sorimachi et al. (2001) observaram que componentes de A. blazei sdo

capazes de ativar macrofagos, resultando num aumento do poder imunoldgico.



Além de sua atividade antitumoral, estudos citados por Martins (2004)
tém demonstrado que polissacarideos de cogumelos tém propriedades
antimicrobianas (Sakagami et al., 1991), antivirais (Sorimachi et al., 1990),
antiinflamatdrias (Czarnecki & Grzybek, 1995) e hipocolesterolémicas (Cheung,
1996).

2.5 A producdo de biomassa do Agaricus blazei

O processo de cultivo de Agaricus blazei foi adaptado do que é utilizado
para o Agaricus bisporus, o “champignon” (Stamets, 1983). Segundo Wuest et
al. (1980), o cultivo deste cogumelo envolve cinco etapas, além da fase de
obtencdo de matrizes e inéculos, conduzida em paralelo: preparo do substrato
para o cultivo (compostagem), consistindo da fase | (outdoor) e da fase Il
(indoor — pasteurizacdo e condicionamento); inoculacéo e incubagdo (fase IlI);
cobertura do substrato colonizado com a camada de cobertura (Fase 1V) e a
inducéo de primoérdios e producdo dos basidiomas (Fase V).

Embora pertencam ao mesmo género, o A. bisporus e o A. blazei
apresentam varias caracteristicas distintas, entre elas a temperatura 6tima de
crescimento. Assim, muitas pesquisas S30 necessarias para aumentar a
produtividade do A. blazei (Manabe, 2003). Com a necessidade de se atender a
crescente demanda por cogumelos, novas técnicas de producdo de indculo e de
cultivo vém sendo estudadas para propiciar uma produtividade mais elevada e
reducdo nos custos (Regina, 2001).

Os processos de culturas liquidas de micélio de cogumelo poderdo ser
uma substituicdo do convencional método de in6culo de grdo. Este tipo de
tecnologia tem sido exemplificado utilizando-se Lentinula edodes num substrato
de madeira sintético (Kawai et al., 1996). O desenvolvimento dos métodos de

cultivo submerso para a producdo de micélio de cogumelos originou-se da



experiéncia obtida durante a Segunda Guerra Mundial, nos processos
fermentativos para a obtencao de penicilina (Humfeld, 1948).

As técnicas de fermentacdo de cultura pura submersa tém sido
amplamente desenvolvidas para a maioria dos cogumelos medicinais e usadas na
propagacdo de micélio. As trés principais aplicacbes sdo: (1) indculo liquido
para a producdo de corpo de frutificagdo em substrato sélido; (2) producéo de
biomassa que pode ser usada para alimentacdo e suplementos dietéticos e (3)
producdo de biomassa e ou metabolitos, especialmente materiais como
exopolissacarideos para estudos farmacéuticos. Em todos os casos, o principio
fundamental é o uso de micélio no estado fisiologico ativo (Puchkova et al.,
2001; Reshetnikov et al., 2001; Solomko, 2001).

Segundo Moreto (1987), o micélio concentrado de uma cultura liquida €
potencial substituto para o convencional in6culo em grdos. Ele também
distinguiu cinco fases do crescimento em cultura liquida: (1) divisao das células
vegetativas, (2) formacdo inicial da hifa, (3) quebra de hifa e formacédo de novas
celulas vegetativas, (4) acimulos de nutrientes e (5) processo de envelhecimento
associado com formacdo de vacuolo, que pode ocorrer em qualquer meio.

As vantagens da adaptacdo da tecnologia de cultura liquida para o
processo de producdo incluem: (1) um incremento no nivel do controle do
processo (porcentagem de crescimento e contetdo nutricional), (2) uma reducao
na duracdo do tempo do ciclo de producdo, (3) automacdo melhorada na
fabricagdo de indculos e (4) inoculagdo do substrato sob as mais exigentes

condicOes assépticas (Eyal, 1991).

2.6 Necessidades fisicas e nutricionais dos cogumelos
A multiplicacdo do fungo em culturas submersas ou liquidas requer o

conhecimento antecipado dos requisitos nutricionais do fungo e as condicdes
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ambientais que favorecam o crescimento micelial (Song & Cho, 1987). No
estudo da fermentacdo, os fatores que podem afetar a taxa de crescimento
micelial, o rendimento da biomassa e a producdo de metabdlitos séao
determinados, principalmente, pelo tamanho do indculo, pelo pH, pela
composic¢do dos nutrientes, pela aeracao e pela temperatura (Smith et al., 2002).
Os microrganismos sdo muito diversificados nas suas exigéncias
nutricionais, mas, compartilham com todas as células vivas a necessidade de
elementos quimicos essenciais como alimento e ou fontes de energia (Pelczar,
1997). Os fungos necessitam, para o seu desenvolvimento, de alimentos ja
elaborados. Porém, quando dispdem de carboidratos em qualquer forma,
preferencialmente glicose, sacarose ou maltose, a maioria deles sintetiza suas
préprias proteinas, utilizando fontes orgénicas e inorgéanicas de nitrogénio e
diversos elementos minerais essenciais para seu crescimento, tais como C, O, H,
N, P, K, Mg, S, B, Mn, Cu, Mo, Fe e Zn. Muitos cogumelos sdo capazes de
sintetizar as vitaminas de que necessitam para seu crescimento e reproducéo,
porém, alguns sdo deficientes em tiamina e ou biotina e devem obté-las de seus
precursores do substrato. Os fungos, geralmente, armazenam o excesso de
alimento na forma de glicogénio ou de gordura (Alexopoulos, 1996; Deacon,
1997; Lima et al., 1975; Miles & Chang, 1997; Moreto, 1987; Singer, 1961).

2.6.1 pH

Segundo Miles & Chang (1997), o pH é de importancia priméria para o
metabolismo dos nutrientes e um fator significante biologicamente. Uma
diferenca de uma unidade no pH envolve a variagdo de 10 vezes a concentragéo
de H'. De acordo com os autores, a maioria dos fungos apresenta melhor

crescimento vegetativo em pH variando de 6,5 a 6,8. No entanto, os fungos séo
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conhecidos por tolerar pH mais acido, sendo comum o seu cultivo em faixas
mais amplas até limites levemente alcalinos.

Para Hawker (1979), o status nutricional do ambiente é muito afetado
pelo pH, por alterar a adsorcdo, a solubilidade de ions e a dissociagdo de

moléculas, assim determinando suas disponibilidades para o microrganismo.

2.6.2 Temperatura

A temperatura na qual uma espécie de microrganismo cresce mais
rapidamente é a temperatura Otima de crescimento. Para qualquer
microrganismo particular, as trés temperaturas importantes sdo as temperaturas
de crescimento minima, 6tima e maxima (Pelczar, 1997).

A exposicdo de microrganismos em elevada temperatura resulta em
quebras de vérios componentes celulares, incluindo DNA, RNA, aminoécidos e
varias proteinas. A exposi¢do em temperaturas moderadas também induz lises.
Uma vez iniciada, a lise ndo pode ser revertida por transferéncia do
microrganismo para uma temperatura menor (Moat, 1979).

Os fungos sdo capazes de crescer em faixas de temperaturas amplas. No
entanto, o crescimento em altas temperaturas pode incapacitar o fungo de
sintetizar uma vitamina requerida ou inativar a acdo de enzimas,
impossibilitando até a sobrevivéncia micelial (Zheng, 2000). De maneira geral, 0
6timo de temperatura para quase todos os fungos esta compreendido entre 20°C
e 30°C (Silveira, 1981).
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2.6.3 Umidade

Os microrganismos séo dependentes da quantidade de agua do ambiente;
a agua atua como solvente e a maioria das atividades metabélicas é conduzida
dentro de ambientes aquosos na célula (Moat, 1979).

Os fungos necessitam de &gua para a difusdo de nutrientes nas células e
para a liberacdo de enzimas extracelulares (Griffin, 1994). Segundo este mesmo
autor, 0 movimento de agua dentro e fora das hifas ocorre por osmose: difuséo
em resposta ao gradiente de concentracdo, na membrana semipermeavel.

Quando as células dos fungos estdo em meio aquoso, ndo devem existir
grandes diferencas na concentracdo de solutos dentro e fora da célula, ou as

células poderiam desidratar-se ou romper-se (Pelczar, 1997).

2.6.4 Luz

Chang & Miles (1987) relatam a influéncia da luz sobre os fungos,
apesar destes microrganismos serem ndo fotossintéticos. Segundo eles, ha
relatos de inibicdo de hifas com luz no laboratoério.

Deacon (1997) descreve as zonas de crescimento vegetativo de alguns
fungos, em placas, alternando entre zonas densas e menos densas, devido a luz
que inibe a extensdo da ponta da hifa, no crescimento de superficie e

prevalecendo ramificaces densas.

2.6.5 Macroelementos essenciais

Moléculas organicas que nutrem qualquer organismo contém grandes
quantidades de carbono, hidrogénio e oxigénio, sendo consideradas
macroelementos essenciais. A obtencdo de hidrogénio e oxigénio provém da

agua ou quando compostos organicos sdo metabolizados. J& o carbono provém,
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principalmente, de substratos organicos. Outros elementos sdo também
necessarios aos microrganismos como macronutrientes, entre eles nitrogénio,

enxofre, potassio, magnésio, célcio e fosforo (Griffin, 1994).

2.6.5.1 Carbono

Segundo Pelczar (1997), o carbono se destaca como um significativo
elemento quimico vital para o crescimento microbiano. Os poli, tri e
dissacarideos devem ser hidrolisados por enzimas a substancias mais simples, os
monossacarideos. Em reacdes catabdlicas, os polissacarideos utilizados como
nutrientes pelos fungos podem ser digeridos e seus constituintes assimilados
(Kersten et al., 1999).

Celulose e amido sdo amplamente utilizados como fontes de carbono
pelos fungos (Miles & Buswell, 1993).

A celulose é um polimero de glicose com ligacGes B-1,4 que ocorrem
em muitas formas. A degradacdo da celulose requer um complexo de trés tipos
basicos de enzimas, que sdo a exo B-1,4-glucanase, que cliva a celulose em
dissacarideos sem reduzir os finais da cadeia; endo B-1,4-glucanase, que degrada
a celulose no dissacarideo celobiose e a B-glucosidase, que degrada a celobiose
em moléculas de glicose prontas para utilizacdo pelos fungos. Estas enzimas
somente sdo produzidas quando ha necessidade, sendo reguladas por um sistema
terminado em repressdo catabdlica. Os genes decodificadores dessas enzimas
sdo reprimidos, quando existem glicose ou celobiose disponiveis no meio
(Deacon, 1997).

Os fungos tém transportadores constitutivos de glicose, transportando
glicose em preferéncia a outros acglcares; somente na falta de glicose outros

acUcares sdo transportados. A sacarose é usada num caminho similar: a enzima
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invertase corta a molécula em glicose e frutose, transportando glicose primeiro

que frutose (Deacon, 1997).

2.6.5.2 Nitrogénio

O nitrogénio € um elemento essencial para a formagdo de aminoacidos,
acidos nucléicos, parede de polissacarideos das células, fosfolipideos, vitaminas
e cofatores, e ndo é fixado da atmosfera (Griffin, 1994). Os fungos utilizam o
nitrogénio inorganico na forma de nitrato, nitrito e aménia, ou nitrogénio
organico na forma de aminoacidos, peptideos e peptonas (Miles & Buswell,
1993).

A deficiéncia de nitrogénio na formacdo dos aminoacidos ou
aminogrupos dentro do composto ou meio de cultura, freqlientemente, limita o

rendimento micelial (Sinden & Schisler, 1962).

2.6.5.3 Enxofre

O enxofre é usado pela maioria dos fungos na forma de sulfato e,
comumente, 0 meio de cultura é suprido com sulfato de magnésio na faixa de
concentracfes entre 0,0001M e 0,0006M (Miles & Chang, 1997). Segundo os
autores, o enxofre é necessario para a biossintese dos aminoécidos cisteina,
cistina e metionina, e também esta presente nas vitaminas tiamina e biotina.

O enxofre entra na célula por transporte ativo e rapidamente é reduzido,

sendo incorporado em moléculas orgénicas (Griffin, 1994).
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2.6.5.4 Fésforo, potassio e magnésio

O elemento fosforo esta presente no trifosfato de adenosina, acido
nucléico e fosfolipideos das membranas. E constituinte de compostos
energéticos, estando presente na hereditariedade, na sintese de proteinas e no
transporte de materiais nas membranas. Normalmente, 0 meio é suprido com
fosfato de potéssio na concentracdo proxima a 0,0004M (Chang & Miles, 1987).

Segundo Miles & Chang (1997), o elemento potassio &€ 0 mais
abundante em fungos. A sua funcdo é ser cofator em alguns sistemas
enzimaticos e concentracdes entre 0,0001M e 0,0004M sdo suficientes para

suprir as necessidades flngicas.

O elemento magnésio é necessario ao fungo porque faz parte de sistemas
enzimaticos, incluindo aqueles que envolvem metabolismo de ATP. A
concentracdo de 0,0001M é suficiente para suprir as necessidades dos fungos
(Chang & Miles, 1987).

2.6.6 Microelementos essenciais

Os microelementos desempenham diversas fun¢des na célula, mas,
estdo, principalmente, associados com as enzimas. Uma enzima pode ser ativada
por um microelemento ou pode conter um microelemento como parte de sua
estrutura. Outros microelementos também podem ser componentes estruturais de
vitaminas ou de metabdlitos que sdo requeridos em suas sinteses (Landecker,
1996).

Segundo Chang & Miles (1987), o elemento ferro é constituinte das
enzimas do citocromo e catalase, sendo necessario nas concentracfes de 0,1ppm
a 0,3ppm; o zinco estd presente nos fungos como ativador de enzimas, sendo

necessario entre 0,0001ppm a 0,5ppm; 0 manganés é importante como ativador
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de enzimas, principalmente aquelas do ciclo do acido tricarboxilico; o cobre é
necessario para o normal crescimento do fungo, sendo utilizado nas
concentracbes de 0,0lppm a 0,1ppm e o molibdénio é necessario como
constituinte na flavoproteina nitrato redutase, sendo importante para os fungos

que utilizam nitrato ou amdnio como fonte de nitrogénio.

2.7 Vinhaca

A producdo de alcool pelo sistema de fermentagdo bioldgica produz um
residuo final liquido, denominado vinhaca, que pode ser utilizado em
formulacdes para meios de cultura de fungos (Moreto, 1987).

A composi¢do quimica da vinhaca varia sensivelmente durante a safra e
também em funcdo da marcha da fabricacdo, conforme o tipo de mosto utilizado
(Rodella, 1977). A aplicacao racional da vinhaca esta baseada no conhecimento
da sua composicdo basica, caracteristicas fisico-quimicas, no estudo das
condigdes da cultura e nas consideracdes econdmicas (Angelis et al., 1979; Tauk
& Gambale, 1978; Tauk, 1979).

A vinhaca é produzida na propor¢do média de 13 litros para cada litro de
alcool obtido, existindo uma tendéncia em utilizad-la como substrato para a

producao de proteina microbiana (Silva, 1981).

2.8 Aditivos nas racgdes de frangos de corte

A microbiota intestinal das aves € composta de inimeras espécies
bacterianas, formando um sistema complexo que coloniza o trato intestinal nos
primeiros dias de vida da ave, persistindo ao longo da vida (Silva, 2000).

Para controlar os microrganismos moderadamente patogénicos que

residem no trato intestinal das aves, é feito o uso profilatico dos antibi6ticos
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como promotores de crescimento, pratica utilizada desde 1950 (Freitas et al.,
2001).

Kosaka (1989) relatou que o uso continuo de niveis subterapéuticos de
antibidtico na alimentacdo animal pode resultar na selecdo de microrganismos
resistentes a drogas, podendo resultar, conseqlientemente, em microrganismos
infecciosos resistentes também em humanos.

Segundo Smith (1975), é possivel que residuos de antibidticos em
produtos animais para consumo humano venham a produzir toxicidade, bem
como reac0es alérgicas em pessoas previamente sensibilizadas.

Fukayama (2004) afirma que a Comissdo das Comunidades Européias
tem dado uma maior atencdo a necessidade de restringir a utilizacdo de
antibioticos em funcdo de problemas de saude humana e animal. Segundo o
autor, 0 numero de antibioticos autorizados como promotores de crescimento na
nutricdo animal tem diminuido constantemente, apds as proibicGes a avoparcina,
em janeiro de 1997, a ardacina, em janeiro de 1998 e de outros quatro
antibidticos em dezembro de 1998 (bacitracina-zinco, virginiamicina, fosfato de
tilosina e espiramicina). De acordo com Menten (2001), os produtores europeus,
atualmente, podem recorrer apenas a quatro substancias: monesina,
salinomicina, avilamicina e flavomicina; os dois primeiros sdo iondforos
bastante utilizados como agentes anticoccidianos para aves, restando apenas 0s
dois ultimos como promotores do crescimento para frangos de corte e outras
aves. Ainda segundo Menten, no Brasil, ja foram proibidos os aditivos
tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol, sulfonamidas sistémicas, furazolidona e
avoparcina.

Em substituicdo aos antibiéticos, pesquisas tém sido realizadas na area
de nutricdo animal, com o objetivo de melhorar o desempenho dos animais,
utilizando aditivos que viabilizam um melhor aproveitamento dos nutrientes das

racdes (Teixeira, 1998). Os avancos ja alcangcados nesse sentido levaram ao atual
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emprego do cogumelo Agaricus blazei ou produtos oriundos de sua producéo,
como aditivos nas racdes de aves.

Fuini (2001) conduziu um experimento com 288 aves, de ambos 0s
sexos, avaliando o potencial antibidtico do cogumelo desidratado Agaricus
blazei adicionado a racdo. Os niveis de cogumelo utilizados pelo autor variaram
de 0,25% a 1,00% e o melhor indice encontrado foi 0,25%. No periodo de
criagdo das aves de 1 a 42 dias, 0 autor ndo encontrou diferengas no desempenho
delas, atribuindo tal fato a auséncia de desafio zootécnico no seu experimento.

Também Machado (2004) analisou o potencial antibi6tico do Agaricus
blazei, utilizando composto pés-cultivo do cogumelo. O autor trabalhou com
588 aves de ambos 0s sexos, com 0s niveis de composto variando de 0,0% a
1,0%. O melhor desempenho das aves foi com a utilizagéo de 0,20% e 0,21% de
composto pos-cultivo do cogumelo. O autor ndo encontrou diferencas entre o
uso de antibidtico e o composto pés-cultivo, mas, os dados obtidos para a
testemunha foram inferiores aqueles encontrados para 0 composto.

O presente trabalho surge para analisar o comportamento do cogumelo
desidratado Agaricus blazei como aditivo alimentar, promotor de crescimento
em aves, diante de desafios zootécnicos ndo utilizados por Fuini (2001) e com
niveis de administracdo préximos ao valor mais eficiente encontrado por
Machado (2004), que sugere a atuacdo efetiva do fungo Agaricus blazei como
facilitador do crescimento em aves, em substituicdo ao uso de antibioticos. Este
trabalho € inovador, pois fornece a possibilidade de obtengdo micelial do
Agaricus blazei a custos inferiores aos ja praticados, pela formulacdo de novos
meios de cultura e estuda a qualidade da carne produzida pela adicdo do
cogumelo desidratado a racéo.
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2.9 Qualidade da carne de frango alimentado com racéo e Agaricus blazei.
Vérios trabalhos de pesquisa zootécnicos buscam diminuir ou retirar
substancias promotoras de crescimento em frangos de corte, como o0s
antibioticos, da racdo das aves. No entanto, a maioria dos trabalhos realizados
somente tem a preocupacdo com andlises de desempenho das aves, ndo
questionando a qualidade da carne produzida. Essa carne prontamente
comercializada constitui o principal objetivo do avicultor e medidas de

qualidade séo exigéncias desse mercado e devem ser quantificadas.

2.9.1 pH post-mortem

O pH da carne depende da concentracdo de glicose post-mortem, que
pode estar associada a raca, as condicOes pré-abate, a excitabilidade do animal,
entre outros fatores, e estd relacionado as mudancas bioquimicas associadas a
glicdlise anaerdbica (Junqueira, 2003).

Os valores de pH final estdo intimamente relacionados com as
atividades do pré-abate (Bressan & Beraquet, 2002). A relacdo do pH com as
miofibrilas e com os pigmentos da carne determina variacGes nos parametros de
cor e na capacidade de retencdo de agua da carne (Forrest, 1979 e Qiao et al.,
2001).

Quando o animal estd vivo, a energia € gerada pela via metabodlica
oxidativa. Ap6s o abate, quando cessa 0 suprimento de oxigénio pela interrupcéo
do fluxo sanguineo, inicia-se a obtencdo de energia via glicolitica anaerdbia,
com a formagdo do &cido latico que se acumula no tecido muscular e, assim,
diminui o valor do pH (Forrest et al., 1979).

A queda do pH post-mortem é responsavel pela transformacgdo do
musculo em carne, com importancia na qualidade futura da carne. A glicélise

termina quando as membranas perdem estabilidade e ha passagem livre de ions.
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2.9.2 Cor

A cor é uma propriedade funcional das proteinas da carne relacionada
com o pH, com a capacidade de retencdo de &gua e com a capacidade
emulsificante. A cor da carne percebida pelo homem ¢é o resultado da absor¢éo
da luz pelo pigmento mioglobina e outros compostos, como o citocromo oxidase
e a hemoglobina (Forrest et al., 1979; Junqueira, 2003; Valle et al., 2000).

A intensidade de cor da carne é determinada por fatores ante mortem,
como raga, manejo, sexo, idade do animal e sensibilidade ao estresse, e post
mortem, como temperatura aplicada no resfriamento das carcacas, temperatura
ambiente no abate e umidade relativa do ar no resfriamento (Pardi et al., 1993).

A cor da carne pode ser medida objetivamente utilizando-se varios
instrumentos para medir o tom, a saturacdo, a luminosidade e o brilho nos
colorimetros (Valle et al., 2000). No sistema de cor CIE-Lab (Commission
Internationale d’Eclairage, 1931) (Figura 2), as coordenadas sdo o L* no eixo
cartesiano Z, que mede a intensidade luminosa (-L = escuro; +L = claro); o a*,
no eixo cartesiano X, mede a varia¢do do verde ao vermelho (-a = verde; +a =
vermelho) e o b* no eixo cartesiano Y, mede a variacdo do azul ao amarelo (-b =
azul; +b = amarelo).

Uma variacdo do sistema CIE-Lab é o CIE-Lch, sendo mais indicado
pois ndo trabalha com os valores a* e b* negativos: o L* é um eixo Z de claro-
escuro; C é denominado croma, indicando a distdncia em que se encontra o
ponto medido do eixo Z, sendo calculado por (a** + b*%)*? e Ho é 0 angulo entre
o ponto medido no plano e um eixo referéncia, calculado por arctan(b*/a*): de
0° para 90°, 0 eixo é +b*; 180° é —a*; 270° & —b*; e 360° assume 0° (disponivel
em:<http://www.tecgraf.puc-rio.br/mgattas/colorindex. html> acessado em
29/6/2005).
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L=700

=0

FIGURA 2 Diagrama do sistema de cor CIE-Lab e CIE-Lch. Modificado a
partir do site: (disponivel em:<http://www.lieu. ufscar.br/
ceramica/pesquisa/pigmentos/page2.html> acesso em: 22/2/2005).

* = Ponto de leitura, C = distancia e H° = angulo

2.9.3 Perda de peso por cozimento (PPC)

A perda de peso por cozimento é uma medida de qualidade, associada
ao rendimento da carne no momento do consumo, sendo influenciada pela
capacidade de retengdo de agua pelas estruturas da carne (Pardi et al., 1993;
Neto, 2005). Elas ocorrem em fungdo do emprego de temperaturas elevadas a
que sdo submetidas as carnes, promovendo a desnaturacdo das proteinas e
diminuindo consideravelmente a capacidade de retencdo de agua (Forrest et al.,
1979; Neto, 2005).
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2.9.4 Forca de cisalhamento (FC)

A forca de cisalhamento é uma medida da maciez da carne e é o
principal atributo na avaliacdo do produto pelo consumidor. Varios fatores
influenciam na maciez, dentre os quais podem ser citados os fatores ante-
mortem, como caracteristicas genéticas e fisioldgicas, manejo e alimentacéo, e
os fatores post-mortem, tempo e temperatura de armazenamento apds o abate, 0
tipo de corte, a adigdo de agentes amaciantes e 0s métodos de cozimento (Pardi
etal., 1993).

A forca de cisalhamento corresponde a resisténcia das proteinas
miofibrilares e do tecido conjuntivo, sendo maior quando o tamanho do

sarcomero diminui (Junqueira, 2003).

2.9.5 Composicao centesimal

A composicdo da carne pode alterar nas proporcdes entre 0S
componentes umidade, proteina e gordura. O aumento no teor de gordura pode
reduzir as proporcdes de umidade e proteina. A umidade pode ser fortemente
influenciada pelos valores de pH final (Pardi et al., 1993).

Trés componentes da carne sdo considerados substratos primarios que
influenciardo na qualidade desta matéria-prima para fins de processamento:
umidade, gordura e proteina. A percentagem destes componentes, 0 seu tipo e o
seu estado fisico-quimico influenciam parametros de qualidade necessarios a

industrializacdo e determinardo a qualidade final dos produtos (Olivo, 2002).

2.9.5.1 Umidade
A preservacdo do alimento depende do teor de umidade presente no

meio e do teor de matéria seca. A agua esta presente em concentracdes de 71% a
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76% no tecido muscular e desempenha funcdo de solvente de substancias
organicas, inorganicas e solugdes coloidais (proteinas e carboidratos),
permitindo o transporte e a reacdo das substancias no organismo (Pardi et al.,
1993).

Em geral, todas as propriedades funcionais sdo influenciadas por
interagdes de proteinas com agua. A umidade natural da carne é importante para
a obtencdo do rendimento e da qualidade final do produto, contribuindo para a
suculéncia e a palatabilidade da carne como alimento (Olivo, 2002). Segundo
esse autor, se as proteinas nao estdo desnaturadas, elas continuam a ligar a agua
durante a conversdo do musculo para carne e, por extensdo, durante as diversas
fases do processamento, distribuicdo e cozimento.

A habilidade da carne em reter 4gua € classificada em: capacidade de
retencdo de 4gua (CRA), sendo uma propriedade da carne em reter sua propria
agua contida dentro de sua estrutura e capacidade de ligacdo de &gua (CLA),
sendo a capacidade da carne reter a 4gua adicionada (Olivo, 2002).

Na conversdo do muasculo em carne, verifica-se que a CRA é dependente
da velocidade da instalagdo do rigor mortis e do valor do pH final. Quando o pH
post-mortem é muito alto, a capacidade de retencdo de &gua da carne ¢é alta,
similar aquelas do musculo vivo. Quando o pH desce rapidamente apds o abate,
resulta em baixa CRA, caracteristica tipica da carne que apresenta o fenémeno

PSE (“pale, soft e exudative” que se refere a carne pélida, flacida e exsudativa).

2.9.5.2 Proteina
O teor de proteina com alto valor biolégico é uma caracteristica positiva
da carne. O valor biolégico de uma proteina é determinado pela quantidade e

pela proporcao de aminoécidos essenciais. Assim, as proteinas de origem animal
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possuem, devido a sua composicdo em aminoacidos, um valor biolégico mais
elevado que as proteinas de origem vegetal (Forrest et al., 1979).

As proteinas determinam o rendimento, a qualidade, a estrutura e 0s
atributos sensoriais da carne (Olivo, 2002). Elas estdo classificadas em
miofibrilares, que sdo as proteinas do aparelho contréctil; as sarcoplasmaticas,
sd0 as enzimas, 0s pigmentos e 0s componentes protéicos do nucleo; as
reticulares, que sdo as proteinas constituintes do tecido conjuntivo e as proteinas
de membranas dos lisossomas, do nicleo, do aparelho de golgi e de outras
vesiculas. O musculo in natura contém de 18% a 22% dessas proteinas. O
grande teor protéico, a sua disponibilidade na forma de aminoacidos essenciais e
as suas caracteristicas favoraveis a digestibilidade conferem a carne um alto
valor bioldgico, com excegdo das proteinas do tecido conjuntivo, constituidas
pelo coldgeno e pela elastina, pobres em aminoacidos essenciais e de dificil
digestibilidade (Pardi et al., 1993).

2.9.5.3 Lipideos

Os lipideos sdo importantes componentes das carnes, conferindo
caracteristicas desejaveis de suculéncia, sabor e aroma. Contudo, 0s mesmos sao
facilmente oxidaveis, levando a formacdo de produtos tdxicos e indesejaveis.
Logo apos a morte do animal, inicia-se 0 processo de peroxidacao autocatalitica,
devido a falta da corrente sanguinea e a consequiente falha no aporte do sistema
antioxidante natural. A oxidagdo dos lipideos nos musculos é iniciada nas
fragbes dos fofolipideos de membranas subcelulares (mitocondrias e
microssomos), as quais sdo ricas em &cidos graxos poliinsaturados. O grau e a
extensdo deste processo autocatalitico sdo influenciados pelos eventos pré-abate,

tais como a alimentacdo e o estresse, bem como por eventos pos-abate, como
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pH, temperatura da carcaca, encolhimento pelo frio, moagem e outros. (Olivo,
2002).

Forrest et al. (1979) relataram que a quantidade de lipideos
intramuscular na carne € muito varidvel, dependendo da quantidade que foi
depositada na carcaca e do corte da carne. O autor relata de 2% a 6% para a
gordura intracelular na carne, enquanto Roppa (http://www.abipecs.org.br/
colesterol.pdf) relata a faixa de 1,1% a 2,4% para a gordura intracelular em aves.
De acordo com Forrest et al. (1979), os lipideos de maior interesse nutricional
sdo os triglicerideos, fosfolipideos, colesterol e vitaminas lipossollveis. O teor
de extrato etéreo é devido, principalmente, aos acidos graxos de triglicerideos e

fosfolipideos.

2.9.5.4 Cinzas

As cinzas, ou residuo mineral fixo, sdo o produto que se obtém ap6s o
aquecimento de uma amostra, a temperatura de 500°C a 600°C, durante algumas
horas até a combustdo total da matéria organica (Silva, 2002). De acordo com o
autor, a determinacdo da cinza fornece apenas uma indicacdo da riqueza da
amostra em elementos minerais.

A carne possui quase todos 0s minerais de importancia para a nutri¢do
humana. Em termos quantitativos, o fésforo e o potassio sdo 0s mais importantes
e a concentracdo de cinzas esta em torno de 0,8% a 1,8%. (Pardi et al., 1993;
Roca, 2000). Segundo Forrest et al. (1979), o ferro € o mineral mais importante
fornecido pela carne, sendo necessério para a formagdo de hemoglobina,
mioglobina e certas enzimas. O organismo animal armazena pouco ferro, de
modo que o seu fornecimento regular pela dieta é necessario e a carne é uma

fonte facilmente disponivel.
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CAPITULO?2

NOVO MEIO DE CULTURA PARA O CULTIVO DO COGUMELO
Agaricus blazei
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1 RESUMO

GUIMARAES, Jodo Borges. Novo meio de cultura para o cultivo do
cogumelo Agaricus blazei. Lavras: UFLA. 2006. Cap. 2, p. 36-72. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)*.

Como o prego do cogumelo Agaricus blazei (Murrill) ss. Heinem. é alto,
pesquisas sdo realizadas a fim de tornar possivel a sua utilizacdo na forma
micelial. Assim, foram propostas diferentes formulagbes de baixo custo,
objetivando o desenvolvimento de novos meios de cultura. A avaliacdo dos
novos meios foi realizada com base no crescimento micelial em mm/dia e massa
micelial seca em mg/dia; e os dados obtidos foram comparados com o meio de
cultura MBC (meio basico completo: glicose, extrato de levedura, peptona,
fosfato de potassio monobasico, sulfato de magnésio, sulfato de aménio, cloreto
de célcio, cloreto de ferro, cloreto de manganés, cloreto de zinco e sulfato de
cobre), ja utilizado em laboratdrio. Os melhores resultados foram obtidos com o
meio Meio Bésico Alternativo (MBA), cuja composicdo de sais foi igual ao
MBC, mas com sacarose (10g/L) e lévedo de cerveja (10g/L) comerciais no
lugar de glicose, peptona e extrato de levedura. Em seguida, veio 0 meio
Nitrogénio-Fosforo-Potéassio (NPK), constituido de adubos fertilizantes (NPK,
6-30-6 — 1,7g, cloreto de potassio — 0,5g, calcario dolomitico — 1,2g, sulfato de
amonio — 1,1qg), sacarose — 10g, vinhaca — 50mL e lévedo de cerveja — 10g,
g.s.p.: 1 litro e pH 6,5. No meio NPK, o crescimento micelial foi altamente
significativo (P < 0,01), maior que nos demais meios e a producdo de massa seca
foi significativa, a 5% de probabilidade, semelhante ao meio MBA e MBC e
superior ao Meio Vinhaga Suplementada (MVS), e meio Batata, Dextrose e
Agar (BDA). Em meio solido, os novos meios, NPK e MBA, apresentaram um
crescimento micelial, em mm/dia, mais elevado que a referéncia e massa
micelial seca, em mg/dia, igual ao MBC. No cultivo submerso, aos 14 dias, 0
crescimento micelial (mg/dia) maximo foi mais elevado para 0 meio NPK,
apresentando massa seca igual ao MBC e, aos 21 dias de cultivo, o crescimento
foi mais elevado para 0 MBC, seguido por NPK.

*Comité Orientador: Prof. Dr. Eustdquio Souza Dias-UFLA (Orientador), Prof.
Dr. Antbnio G. Bertechini-UFLA Profa. Dra. Maria Cristina Bressan-UFLA

37



2 ABSTRACT

GUIMARAES, Jodo Borges. New culture medium for the cultivation of the
mushroom Agaricus blazei. Lavras: UFLA. 2006. Cap. 2, p. 36-72. Dissertation
(Master in Food Science)*.

Considering the elevated price of the mushroom Agaricus blazei
(Murrill) ss. Heinem., the possibility of its use in the form of mycelium arises.
Thus, different formulations of low cost were proposed, aiming at the
development of new culture media. The evaluation of the new media was
accomplished on the basis of the mycelial growth in mm/day and dry mycelial
mass in mg/day; and the data obtained were compared with culture media
already utilized in laboratory. As a reference, MBC, complete basic medium,
made up, mainly, of glucose, yeast extract, peptone, monobasic potassium
phosphate, magnesium sulfate, ammonium sulfate, calcium chloride, iron
chloride, manganese chloride, zinc chloride and cooper sulfate. The best results
were obtained with the Alternative Basic Medium, MBA, whose composition of
salts was equal to the MBC but with commercial sucrose (10g/l) and beer leaven
(10g/1) in the place of glucose, peptone and yeast extract. Next, the Nitrogen-
Phosphorus-Potassium medium, NPK came, made up of fertilizers (NPK, 6-30-6
- 1.79, potassium chloride — 0.5g, dolomitic limestone — 1.2g, ammonium sulfate
—1.1g, sucrose -10g, molasses solubles — 50ml and beer leaven — 10g, quantity
enough to: 1 liter and pH 6.5. In the NPK medium the mycelial growth was
highly significant (P < 0.01), greater than in the other medium and dry mass
yield was significant at the level of 5% of probability, similar to the medium
MBA and MBC and superior to the Supplemented Molasses Solubles medium,
MVS, and Potato, Dextrose and Agar (PDA) Medium. In solid medium, the new
media NPK and MBA presented a mycelial growth in mm/day higher than the
reference; and dry mycelial mass in mg/day equal to the MBC. In submerged
cultivation, at 14 days, the maximum mycelial growth (mg/day) was more
elevated to the NPK medium, presenting dry mass equal to the MBC and at 21
days of cultivation, growth was greater for MBC followed by NPK.

*Guidance Committee: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias - UFLA (Adviser), Prof.
Dr. Antbnio G. Bertechini -UFLA,Prof. Dr. Maria Cristina Bressan - UFLA
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3 INTRODUGCAO

Nos processos fermentativos, o fungo pode ser utilizado como uma fonte
potencial de alimento ou racdo animal. A técnica de cultivo do fungo Agaricus
blazei é uma adaptacdo do cultivo do Agaricus bisporus (champignon), mas, eles
possuem caracteristicas diferentes, o que justifica a procura de novos meios de
cultura para o cultivo do Agaricus blazei.

O cultivo de microrganismos em laboratério também é necessario para
caracterizar as suas propriedades morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas. O
cultivo requer meios de cultura apropriados, que sdo preparacfes de nutrientes
utilizados para o crescimento dos microrganismos in vitro.

Os novos meios propostos devem atender as necessidades nutricionais
do Agaricus blazei, bem como serem viadveis economicamente, a fim de ampliar
o cultivo do fungo em meio sélido ou liquido.

Os fungos absorvem seus nutrientes secretando enzimas digestivas que
quebram macromoléculas em substancias simples; dessa forma, podem entrar
nas células por osmose ou outros mecanismos especializados de transporte. Uma
vez absorvidas, as moléculas pequenas sdo atacadas por enzimas intracelulares.
Todas as moléculas e ions que entram na célula fangica precisam passar pela
parede celular e pela membrana plasmatica, que é semipermeéavel, regulando os
movimentos de solutos dentro da célula. Quase todos os ions sdo transportados
ativamente.

O Agaricus blazei necessita de macronutrientes, micronutrientes e de
condicbes fisicas favoraveis ao seu efetivo crescimento micelial. Assim,
formulagBes baseadas em adubos fertilizantes, sacarose, I&vedo de cerveja e
vinhaga parecem conter os elementos quimicos necessarios, que permitam ao

fungo se desenvolver e sofrer divisdo celular.
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O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
producdo de biomassa com novos meios de cultura para o cultivo do fungo

Agaricus blazei no cultivo sélido e submerso.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Fungos Comestiveis
e Medicinais, no setor de Microbiologia, do Departamento de Biologia, da

Universidade Federal de Lavras.

4.1 Microrganismo

O isolado de Agaricus blazei CS1 utilizado, pertencente a colecdo do
Laboratério de Cogumelos Comestiveis e Medicinais, foi obtido de um produtor
de cogumelos, da regido de Vitdria, ES. O indculo foi mantido em meio Batata
Dextrose Agar (BDA), & temperatura de 25°C, até 0 momento das analises nos

varios meios de cultura propostos.

4.2 Meios de cultura

Os meios de cultura testados estdo listados na Tabela 2. Nove
formulacdes do meio NPK (Nitrogénio-Fésforo-Potassio), trés formulagdes do
meio Meio Basico Alternativo (MBA) e quatro formulagGes do Meio Vinhaca
Suplementada (MVS) foram analisadas quanto & producdo micelial (mm/dia e
mg/dia) do fungo Agaricus blazei. A Tabela 3 mostra a composic¢do analisada da
vinhaca e Iévedo de cerveja utilizados neste experimento. Os dados obtidos
foram confrontados com os meios BDA, constituido por extrato de 200g de
batata cozida em um litro de &gua destilada, ao qual adicionaram-se 15g de
dextrose e 13g de &gar biolégico e MBC (Meio Béasico Completo) constituido
por glicose - 10g/L, extrato de levedura - 1g/L, peptona - 1g/L, KH,PO, - 1g/L,
MgSO, .7H,O - 0,5g/L, (NH,),SO, - 1g/L, CaCl, - 0,5¢/L, FeCl, .6H,0 - 10
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mg/L, MnCl, . 4H,0 - 7 mg/L, ZnCl, - 4 mg/L e CuSQO,4 . 5H,0 - 1 mg/L;
pH5,5.

TABELA 2 Composicdo dos meios de cultura NPK, MBA e MVS utilizados
nos experimentos.

NPK
NPK1 adubos* sacarose 1% - -
NPK2 adubos* sacarose 1% vinhaca 0,5%
NPK3 adubos* sacarose 1% vinhaca 5%
NPK4 adubos* sacarose 1% - levedo* 0,1%
NPK5 adubos* sacarose 1% - levedo* 1%
NPK6 adubos* sacarose 1% vinhaca 0,5% levedo* 0,1%
NPK7 adubos* sacarose 1% vinhaca 0,5% levedo* 1%
NPK8 adubos* sacarose 1% vinhaca 5% levedo* 0,1%
NPK9 adubos* sacarose 1% vinhaca 5% levedo* 1%
MBA
MBA1 MBCM sacarose 1% - levedo* 0,1%
MBA2 MBCM sacarose 1% - levedo* 1%
MBA3 MBCM sacarose 1% - levedo* 3%
MVS
MVS1 vinhaca - - -
MVS2 vinhaca adubos® - -
MVS3 vinhaca adubos? - -
MVS4 vinhaca adubos® - -

adubos™ - adubos fertilizantes: NPK — 6-30-6 — 1,7g.L'1; cloreto de potéssio —
0,59.L%; calcario dolomitico — 1,2g.L™ e sulfato de amdnio — 1,1g.L™.

adubos' - adubos fertilizantes nas concentracdes iguais a adubos*.

adubos? - adubos fertilizantes com concentracdes adubos* multiplicadas por 2.
adubos® - adubos fertilizantes com concentracdes adubos* multiplicadas por 4.
MBCM - Meio Basico Completo Modificado: KH,PO, - 1g.L'1; MgSOQO, . 7TH,0
- 0,50.L™% (NH4),S0, - 1g.L'; caCl, - 0,5g.L" FeCl,.6H,0 - 10mg.L™;
MnCl,.4H,0 - 7mg.L™; ZnCl, - 4mg.L™" e CuSO,.5H,0 - 1mg.L™.

Levedo™* - Iévedo de cerveja comercial.
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As analises da composicdo centesimal da vinhaca e do I1évedo de cerveja
utilizados nas composicdes dos novos meios de cultura foram realizadas no
Departamento de Ciéncia dos Alimentos e os dados obtidos encontram-se na
Tabela 3.

Para as determinacBes de umidade, proteina, extrato etéreo e cinzas
foram utilizadas triplicatas.

O teor de umidade foi determinado pela desidratagdo, em estufa a 105°C
por 24 horas, de 10 gramas de amostra triturada em capsula de porcelana. A
umidade foi determinada pelas médias das diferencas de pesos antes e depois da
secagem e convertida em porcentagem, de acordo com a AOAC (1990).

As amostras secas na determinacdo de umidade foram empregadas para
a extracdo dos lipideos com éter etilico em aparelho tipo soxhlet em refluxo por
oito horas. O teor de extrato etéreo foi calculado pela diferenca de peso do
reboiler pesado antes e depois do refluxo, ap6s evaporacdo do extrator e
relacionado com o peso da amostra Umida empregada na determinacdo da
umidade, seguindo a metodologia da AOAC (1990).

Os valores de proteina foram determinados pela andlise do nitrogénio
total, de acordo com o método de Kjeldahl, pela digestdo de 0,1 grama de
amostra em acido sulfdrico a 350°C, destilacdo em presenca de &cido bdrico e
hidroxido de sddio e posterior titulagdo com é&cido cloridrico 0,1N. O fator de
multiplicacdo adotado foi 6,25 e a metodologia seguiu Silva (1981).

A quantidade de residuo mineral fixo (cinzas) foi determinada pela
incineracdo de 1,5 grama de amostra, em mufla, a 550°C por 12 horas. Antes de
serem incineradas, as amostras foram pesadas em cadinhos de massa conhecida
e carbonizadas em chama protegida por tela de amianto, até ndo se verificar mais
o0 desprendimento de fumaga. A quantidade de cinzas na amostra foi calculada

pela média das diferencas de pesos antes e depois da utilizacdo da mufla,
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relacionadas com o peso da amostra. A metodologia utilizada seguiu as hormas
do Instituto Adolfo Lutz (1985).

TABELA 3 Composicéo centesimal analisada da vinhaga e lévedo de cerveja
utilizados nos meios experimentais

Vinhaca Lévedo de cerveja
Umidade 98,76 % Umidade 6,34 %
Proteina:fator 6,25 0,12 % Proteina:fator 6,25 40,95 %
Gordura 0,00 % Gordura 2,39 %
Fibra 0,00 % Fibra 0,48 %
Cinzas 0,26 % Cinzas 6,24 %
Acucares 0,86 % AcUcares 43,60 %
Nitrogénio 0,22 % Nitrogénio 0,22 %
Ferro 8,69 mg/100g Ferro 4,98 mg/100g
Cobre 2,22 mg/100g Caobre 1,94 mg/100g

4.3 Avaliacéo do crescimento micelial de Agaricus blazei nos novos meios de
cultura
4.3.1 Cultivo sélido

A avalia¢do do crescimento vegetativo em meio de cultura foi feita pela
medicdo do didmetro da coldnia (mm/dia) e da producdo de massa micelial seca
(mg/dia), nos meios de cultura indicados na Tabela 2, citada anteriormente, com
a metodologia de Manabe (2003) modificada.

O crescimento micelial foi avaliado em placas de Petri (90mm x 15mm)
contendo 0s meios para testes e os meios de controle MBC e BDA, com pH
ajustado para 6,5. O isolado CS1 foi inoculado no centro da placa com um disco
de &gar de sete milimetros de didmetro, contendo micélio, retirado da margem de

uma cultura com oito dias de idade, cultivados em BDA a 28°C.
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O diametro da coldnia foi medido diariamente, com o auxilio de um
paquimetro, tomando-se dois eixos perpendiculares entre si, previamente
demarcados, até que fosse atingida, pelo menos, uma extremidade da placa de
Petri. As médias dos didmetros foram calculadas e os dados foram avaliados em
mm/dia. O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes de trés parcelas cada, por tratamento e os dados obtidos foram
submetidos a analise estatistica pelo programa SISVAR (Ferreira, 2000).

A producdo de biomassa foi determinada, usando-se as mesmas placas
da avaliacdo do crescimento superficial, no dia da Gltima avaliacdo. O contelido
de cada placa (meio de cultura + micélio) foi colocado em um béquer de
1.000mL, contendo 400mL de agua destilada e levado ao forno microondas por
quatro minutos. Apo6s a fusdo do agar, o micélio foi recolhido em uma peneira de
200 “mesh” e seco em estufa, em papel de filtro pré-pesado, a 60°C, até atingir

peso constante.

4.3.2 Cultivo submerso

A avaliacdo das taxas de crescimento dos isolados foi realizada em meio
de cultura liquido ja indicado na Tabela 2. Em cada frasco de vidro de
capacidade para 500mL, foram adicionados 100mL de meio teste. O pH foi
ajustado para 6,5 e a temperatura, exceto a avaliagdo da temperatura ideal para
cultivo, foi de 28°C. O delineamento foi um DIC com cinco repetices de trés
parcelas cada e os dados obtidos foram submetidos & analise estatistica, pelo
programa SISVAR (Ferreira, 2000).

Os meios foram inoculados com o micélio contido em trés discos de
agar com sete milimetros de diametro, retirados da margem de uma coldnia com
oito dias de idade, cultivados em BDA, a 28°C. Os frascos foram incubados a

28°C, em BOD, por periodos de 7, 14 e 21 dias. Para favorecer a aeracdo € a
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fragmentacdo micelial, os frascos foram agitados manualmente, trés vezes ao
dia, comecando no dia da inoculacéo.

Apds os periodos de incubacdo, o micélio de cada frasco foi recolhido
numa peneira de 200 “mesh”, seguindo-se a transferéncia para secagem em

papel de filtro, em estufa a 60°C, até atingir peso constante.

4.4 Avaliacdo de medidas fisicas e nutricionais para a otimizacdo do
crescimento micelial do cogumelo Agaricus blazei
4.4.1 Avaliacéo do pH ideal para o cultivo do Agaricus blazei

Com o objetivo de se estabelecer o pH mais indicado para o cultivo do
fungo Agaricus blazei no meio de cultura NPK, foram testados sete diferentes
pH: 4,0; 50; 55; 6,0; 6,5, 7,0 e 8,0. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢fes de trés parcelas cada, para cada
tratamento e os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica pelo
programa SISVAR (Ferreira, 2000).

Para a inoculagdo, incubagdo e secagem do micélio obtido em cada
parcela da repeticdo, foram seguidos 0s mesmos procedimentos do item 2.3.1,

com excecdo do pH, que foi variavel.

4.4.2 Avaliacdo da temperatura ideal para o cultivo do Agaricus blazei

Com o proposito de avaliar o efeito da temperatura no crescimento
micelial do fungo Agaricus blazei no meio de cultura NPK, foram testadas as
temperaturas de 25°C e 28°C. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢Ges de trés parcelas cada, para cada tratamento e
os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, pelo programa SISVAR
(Ferreira, 2000).

46



Para a inoculagdo, incubacdo e secagem do micélio obtido em cada
parcela da repeticdo, foram seguidos 0s mesmos procedimentos do item 2.3.1,

com excecdo da temperatura que foi variavel.

4.4.3 Avaliacdo do cultivo do Agaricus blazei em meio estatico e com
agitacao

Para avaliar o efeito da agitacdo no crescimento micelial do fungo
Agaricus blazei no meio de cultura NPK, foram testadas culturas estaticas e
culturas com rotacGes a 150 rpm. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco repeticGes de trés parcelas cada, para cada tratamento e
os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica pelo programa SISVAR
(Ferreira, 2000).

Para inoculacdo, incubacdo e secagem do micélio obtido em cada
parcela da repeticdo, foram seguidos 0s mesmos procedimentos do item 2.3.2,
com excecdo da incubacdo, que foi de 14 dias de cultivo estatico em BOD ou 14

dias de cultivo em agitador rotatério a 150 rpm.

4.4.4 Avaliacao do cultivo do Agaricus blazei em fermentador

Para a producdo de micélio do fungo Agaricus blazei foi utilizado um
fermentador de 2 litros de capacidade, com espago Util de 1,5 litros da marca
Inceltech, modelo Discovery, série 100, sem controle de aeracdo. Dez por cento
de indculo foram utilizados provenientes da fermentacéo micelial em frasco de
vidro de capacidade para 500mL, ao qual foram adicionados 150mL do meio
NPK com pH ajustado para 6,5 e a temperatura de incubagéo igual a 28°C. O

indculo para este frasco foi obtido da fermentacdo micelial em tubo de ensaio,
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no qual foi inoculado um disco de 7mm de didmetro de meio BDA recoberto
com micélio.

O indculo do frasco de 500mL foi adicionado ao fermentador apds a
formacéo de “pellets”, em 14 dias de cultivo a 150 rpm e temperatura de 28°C.

O tempo de incubacdo para o fermentador foi de 136 horas, com teste de
agitacdo entre 150 e 500rpm, e temperatura de 28°C. A esterilizacdo do ar de
acesso ao fermentador foi feita por algodao previamente esterilizado a 121°C por

quinze minutos e colocado em tubo plastico (1/4 polegada x 30 cm).

4.4.5 Avaliagdo das concentracdes de acucares nos meios de cultivo NPK,
MBA e MBC, durante a fermentacao submersa do fungo Agaricus blazei

As formulagdes representativas de cada grupo dos novos compostos
(NPK, MBA e MVS) foram selecionadas para as avaliagdes do crescimento
micelial, baseando-se na rapidez de crescimento, na producdo de massa micelial
seca mais elevada e na maior solubilidade em agua da mistura constituinte dos
meios. Assim, nos meios NPK, foi escolhida a formulagdo 9, no meio MBA foi
escolhida a formulagéo 2, e no meio MVS foi escolhida a formulacéo 3.

Com o propdsito de quantificar o consumo de agUcares totais, aglcares
redutores totais e aglcares ndo redutores totais foram amostrados, nos tempos 0,
7, 14 e 21 dias de cultivo submerso, os frascos de fermentacdo do item 2.3.2. As
analises foram realizadas no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras e a metodologia utilizada foi de acordo com
Nelson (1944).

As amostras foram analisadas em triplicata com delineamento
inteiramente casualizado, sendo os dados obtidos submetidos a analise estatistica
pelo programa SISVAR (Ferreira, 2000).

48



4.4.6 Avaliagdo por HPLC das concentracgdes dos acUcares glicose, frutose e
sacarose em varios meios, durante a fermentagdo submersa do A. blazei

Com o prop6sito de quantificar o consumo de glicose, frutose e sacarose
foram amostrados, nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo submerso, os frascos
de fermentagdo do item 2.3.2. As anélises foram realizadas no Laboratério de
Fisiologia de Microrganismo do Departamento de Biologia da UFLA..

Para a cromatografia liquida de alta performance, foi utilizado o
espectrofotdbmetro da marca Shimadzu, modelo LC-10 e a coluna foi da Shim-
pack (NH[CLCNH3(M)] de 4,6mm ID x 15cm. A deteccdo foi por indice de
refracdo e a temperatura do forno de 40°C. A fase movel utilizada foi
acetonitrila, na concentracdo de 80%, com um fluxo de arraste de 1mL por
minuto.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e as amostras
foram analisadas em duplicata, com os dados obtidos sendo submetidos a analise

estatistica, pelo programa SISVAR (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo de novos meios de cultura para o cultivo do cogumelo
Agaricus blazei

A utilizacdo de substratos alternativos baseados em residuos e ou
produtos agricolas de baixo custo, a fim de cultivar o fungo Agaricus blazei, tem
atraido a atencdo de pesquisadores. Além da utilizacdo de residuos de baixo
custo para o cultivo do cogumelo, 0 mesmo principio é também de grande
importancia para a producdo de indculos e micélios em meios de cultivo
liquidos. No presente trabalho, a formulagcdo de um meio de cultura de baixo
custo teve como principal objetivo a sua utilizacdo para a producdo de massa

micelial como aditivo na ragdo para frangos.

5.1.1 Cultivo sélido

Na Figura 3 pode-se observar que 0s maiores diametros de crescimento
micelial em placas de Petri, foram registrados nos meios NPK (Nitrogénio-
Fosforo-Potassio), principalmente as formulacdes NPK 7 e NPK 9, e, depois,
para 0s meios MBA, nas trés formulagdes testadas. Quando a massa micelial foi
analisada nestes substratos (Figura 4), os valores médios mais elevados foram
registrados para os meios de cultura MBA, especialmente nas formulaces MBA
3 e MBA 2, acompanhados pelos meios NPK, nas formulagfes NPK 9 e NPK 7.
Os dois parametros de analise, didmetro (mm/dia) e massa micelial seca
(mg/dia) sdo interessantes, mas, a massa representa melhor o verdadeiro

crescimento micelial, pois quantifica a totalizacdo das hifas produzidas.
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Na andlise estatistica dos dados obtidos para 0os meios mais
representativos de cada formulacdo, verificou-se efeito significativo dos

tratamentos sobre o didametro micelial (P < 0,01) e massa micelial (P < 0,01).

Didmetro (mm/dia)

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Meios de cultura

1-MVS1; 2-MVS2; 3-MVS3; 4-MVS4; 5-MBAL; 6-MBA2; 7-MBAS3; 8-
NPK1; 9-NPK2; 10-NPK3; 11-NPK4; 12-NPKS5; 13-NPK6; 14-NPK7; 15-
NPK8; 16-NPK9; 17-MBC; 18-BDA

FIGURA 3 Avaliacdo do crescimento micelial (mm/dia) do isolado Agaricus
blazei, em cultivo solido a 28°C e pH = 6,5, com os valores
médios obtidos e seus respectivos desvios-padrao.
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Micélio (mg/dia)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Meios de cultura

1-MVS1; 2-MVS2; 3-MVS3; 4-MVS4; 5-MBA1L; 6-MBA2; 7-MBA3; 8-
NPK1; 9-NPK2; 10-NPK3; 11-NPK4; 12-NPK5; 13-NPK6; 14-NPK7; 15-
NPK8; 16-NPK9; 17-MBC; 18-BDA

FIGURA 4 Avaliacdo do crescimento micelial (mg/dia) do isolado Agaricus
blazei, em cultivo solido a 28°C e pH = 6,5, com os valores
médios obtidos e seus respectivos desvios-padrao.

A Tabela 4 foi confeccionada tomando-se, para andlises estatisticas,
meios de cultura representativos de cada formulacdo basica, compondo-a 0s
meios NPK, formulacdo 7 e NPK, formulacdo 9; o meio MBA, formulacéo 2,
por apresentar uma solubilidade maior em relacdo ao MBA, formulacdo 3; o
meio MVS, formulacdo 3 e os meios MBC e BDA, como padrbes de

comparacao positivo e negativo, respectivamente.
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TABELA 4 Meédias com seus respectivos desvios-padrdo para o crescimento
micelial do isolado Agaricus blazei, em cultivo sélido a 28°C e pH

6,5.

Meios de cultura Didmetro (mm/dia)  Massa micelial (mg/dia)
NPK7 9,53* + 1,02 12,59% + 2 97
NPK9 9,47% + 0,32 12,93%+ 0,89
MVS3 2,12 £ 0,19 464" 0,45
MBA2 6,14° + 0,16 14,44° + 1,77
MBC 5,07° + 0,44 11,77+ 1,11
BDA 549° + 0,24 5,26° +0,54
CV (%) 7,82 15,13

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste
de Dunnet a 5 % de probabilidade.

Observa-se, pelos dados da Tabela 4, para o didmetro e a massa micelial
que os meios NPK e MBA foram os meios que apresentaram desenvolvimento
micelial, em mm/dia e mg/dia, mais elevados ou iguais ao padrdo MBC, com
diferencgas significativas estatisticamente.

Os dados obtidos corroboram com o trabalho de Manabe (2003), que
também verificou a ndo relagdo direta entre o didametro micelial e a producéo de
biomassa. Assim, um maior didmetro ndo corresponde, necessariamente, a maior
producdo de matéria seca. Resultado semelhante também foi observado por
Neves (2000).

Segundo Costa (2002), em meio de cultura pobre, ha uma expansédo
maior das hifas para a exploracdo de recursos disponiveis do meio, enquanto que
no meio nutricionalmente rico, as hifas sdo limitadas a pequenas &reas,
formando col6nias mais densas.

A biomassa e o didmetro das colbnias sdo importantes medidas em
estudo fungico. A medida do didmetro da colbnia é Util na obtencdo da

velocidade de crescimento das hifas e em pesquisas de sensibilidade a varios
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fatores, enquanto que a massa micelial seca é a medida preferencial para
quantificar o crescimento micelial flngico, em meio de cultura.

Para o didametro micelial, verificou-se efeito significativo (P < 0,01) dos
tratamentos sobre este pardmetro e os valores médios mais elevados foram os
meios NPK 7 e NPK 9, que alcancaram 9,47mm/dia e 9,53mm/dia,
respectivamente, sobrepujando o padrdo comparativo MBC, o qual obteve
5,07mm/dia. Para a massa micelial, os tratamentos determinaram efeito
significativo (P < 0,01), conferindo, para os meios MBA e NPK, valores médios
iguais ao padrdo comparativo MBC.

O meio BDA utilizado para conservar linhagens, apresentou diametro
micelial diario igual ao MBC, porém, pouco denso e conferindo uma massa
micelial 55,3% menor que o0 meio MBC. Esses dados também mostram a
necessidade de medir sempre a massa micelial fungica, quando estd sendo

testado crescimento micelial.

5.1.2 Cultivo submerso

Na Figura 5 pode-se observar que a massa micelial seca mais elevada,
ocorrida em cultivo submerso, foi registrada no meio MBC, seguido por NPK e
depois MBA. Até o sétimo dia de cultivo, o crescimento micelial do Agaricus
blazei em meio MBC e NPK foi exatamente 0 mesmo; entre o sétimo e o décimo
quarto dias, o crescimento micelial apresentado no meio MBC ocorreu com uma
taxa de crescimento mais elevada que os demais meios e, entre o décimo quarto
dia e o vigésimo primeiro dias, 0 crescimento estagnou-se para todos 0s meios
de cultivo analisados, permanecendo a massa micelial praticamente constante.

As variagcbes no periodo de crescimento flngico sdo comuns.
McLoughlin & Friel (2000), trabalhando com Agaricus bisporus, verificaram

maior crescimento micelial entre 14 e 21 dias, em cultivo alternado com periodo
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estatico e agitado. Wu et al. (2002) estudando fermentacdo submersa de
Pleurotus tuber-regium em diferentes fontes de carbono, encontraram o
maximo crescimento micelial aos 13 dias de cultivo, com uma massa micelial
constante, semelhante ao que ocorreu no presente trabalho. Shu et al. (2003),
trabalhando com cultura submersa de Agaricus blazei, encontraram o maximo de
biomassa em 17 dias de cultivo, permanecendo constante até os 22 dias, quando
houve declinio.
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FIGURA 5 Auvaliacdo da massa micelial (mg) do isolado de Agaricus blazei,
cultivado em cultura submersa de 0 a 21 dias, em pH 6,5 a 28°C,
com os meios: MVS3; NPK9; MBA2 e MBC

Os dados da Tabela 5 evidenciam as observagdes verificadas na Figura
5, para os trés periodos de crescimento micelial analisados: 0 a 7 dias, 7 a 14
dias e 14 a 21 dias. Em todos os periodos, houve efeitos significativos (P < 0,05)
dos tratamentos sobre massa micelial seca.
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TABELA 5 Médias (mg/100mL) e seus respectivos desvios-padrdo para o
crescimento micelial do isolado Agaricus blazei, em cultivo
submerso, a 28°C e pH = 6,5.

Meios de Tempo (dias)

cultura 7 14 21
NPK9 65,16% + 14,39 74,41% + 10,31 74,71° + 2,99
MVS3 29,06° + 7,19 33,32° + 3,04 33,37 +10,65
MBA2 51,54°+ 6,41 54,64° + 7,05 54,88° + 134
MBC 64,62° + 14,71 104,90+ 34,6 104,96+ 8,37
CV (%) 21,60 27,93 14,40

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.

5.2 Avaliacdo de medidas fisicas e nutricionais para a otimizacdo do
crescimento micelial do cogumelo Agaricus blazei
5.2.1 Avaliacao do pH ideal para o cultivo do Agaricus blazei

A andlise estatistica do pH ideal para o cultivo do fungo Agaricus blazei
revelou efeito significativo (P < 0,05) dos tratamentos sobre a massa micelial
seca, utilizando-se 0 meio NPK solido em placas de Petri e com temperatura de
cultivo igual a28°C, como mostrado na Tabela 6.

O desenvolvimento micelial em mg/dia, para a faixa de pH analisada,
apresentou resultados mais elevados para os valores de pH compreendidos entre
6,0 e 8,0 sendo iguais estatisticamente, a 5% de probabilidade. Entretanto, o
valor adotado para o meio de cultivo do presente trabalho foi pH 6,5, no qual
onde a massa micelial e a solubilidade do conjunto de componentes da

formulacdo foram elevadas.
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TABELA 6 Médias e seus respectivos desvios-padrdo para 0 crescimento
micelial (mg/dia) do isolado Agaricus blazei, em meio NPK9
solido, a 28°C e diferentes valores de pH.

pH Massa pH Massa
4,0 10,66° + 0,95 6,5 13,87° + 8,37
5,0 11,32°+ 1,13 7,0 14,13% + 2,99
5,5 11,96° + 2,51 8,0 13,46% +10,65
6,0 14,30% + 2,32

CV (%) 16,29

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott,a 5% de probabilidade

Na literatura, encontram-se variados valores de pH para o cultivo de
fungos. Wardle & Schisler (1969) utilizaram o pH 6,3 para o cultivo do
Agaricus bisporus e Furlan et al. (1997), estudando a variacdo de temperatura e
linhagens para o cultivo de cogumelos, encontraram o pH 6,4 como o ideal.
Para o Agaricus blazei, diferentes trabalhos foram realizados com respeito ao pH
do meio de cultivo. Shu et al. (2003), trabalhando com cultivo submerso,
utilizou pH 7,0. Manabe (2003), estudando o crescimento micelial em diferentes
substratos, utilizou o pH 6,5 para os testes; Labory (2003), trabalhando com
diferentes isolados, encontrou a faixa de pH entre 5 e 6, como ideal para o
cultivo. Moreira et al. (2005), também estudando o crescimento micelial em
diferentes condicGes de temperatura e pH, encontraram o pH 6,0 como ideal e
Tomizawa (2005) trabalhou com pH 5,5 para o cultivo dos diferentes isolados de

Agaricus blazei.

5.2.2 Avaliacdo da temperatura para o cultivo do Agaricus blazei
As temperaturas de 25°C e 28°C foram avaliadas para o cultivo do fungo

Agaricus blazei e os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 6.
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Para este experimento foi verificado o didmetro micelial (mm/dia) de
9,53, na temperatura de 25°C e de 7,73 aos 28°C; a massa micelial (mg/dia) foi
de 6,90, aos 25°C e 8,82, aos 28°C.

A temperatura de 25°C proporcionou um didmetro de corrida micelial
maior que a 28°C, porém, os micélios foram de menor massa. Neste
experimento, a massa micelial foi determinante na indicacdo da temperatura de

28°C, como sendo a temperatura ideal para o cultivo do Agaricus blazei.

28°C

B Micélio (mg/dia) B Micélio (mm/dia)

FIGURA 6 Crescimento micelial do isolado A. blazei em duas diferentes
temperaturas, ap6s 14 dias de cultivo, no meio NPK9 e pH 6,5.

Na literatura, encontram-se referéncias a varias temperaturas utilizadas
para o cultivo, em meio s6lido ou submerso, dos fungos comestiveis: Maziero et
al. (1998) trabalhando com a producdo de biomassa em cultura submersa
utilizaram a temperatura de 25°C para o cultivo de Agaricus sp., enquanto que
Manabe (2003) trabalhou com 25°C para cultivar o Agaricus blazei; Labory

(2003) encontrou o maior crescimento micelial a 28°C; Furlan et al. (1997)
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trabalharam a 30°C para o cultivo de Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus,
Lentinus edodes e Volvariella volvacea; Shu et al. (2003) cultivaram Agaricus
blazei a 28°C; lyusuka et al. (2003) verificaram o crescimento de Agaricus
blazei a 28°C e Soccol et al. (2004) trabalharam com A. blazei a 30°C em

cultura submersa.

5.2.3 Avaliagdo do cultivo do Agaricus blazei em meio estatico e com
agitacao

O fungo Agaricus blazei foi cultivado em meio estatico e em agitacéo e,
apo6s analise da massa micelial seca (mg/dia) produzida, verificou-se um
desenvolvimento micelial mais elevado no cultivo com agitacdo constante a 150
rpm (utilizando o meio NPK9 em pH 6,5 e temperatura 28°C), conforme
representado na Figura 7.

Para o cultivo em agitagdo, observou-se um crescimento micelial linear
indicado pela equacéo Y = 4,8491x + 1,84, com um coeficiente de determinacéo
igual a 0,9850. No cultivo estatico, o crescimento foi polinomial, de 2° grau,
determinado pela equacdo Y = - 0,2326x> + 9,049x - 1,437 e com um coeficiente
de determinacdo de 0,9914, observando-se a partir do 14° dia de cultivo, um
crescimento micelial praticamente nulo.

Kurbanoglu et al. (2003) estudaram a producdo submersa do cogumelo
Agaricus bisporus em incubador rotatorio (Rosi — 1000 thermolyne), obtendo
um 6timo de producdo a 150 rpm, pH 6,0 e temperatura de 26°C, similar aos
valores utilizados no presente trabalho. Entretanto, o rendimento obtido pelo
autor foi bem maior ao encontrado nesta pesquisa: 10,8 g.L™.8 dias™ contra 0,56
g.L™.8 dias™.
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FIGURA 7 Avaliacdo de cultivo estético e a 150 rpm de Agaricus blazei, em
cultura submersa no meio NPK9, em pH 6,5 e 28°C.

Esses resultados indicam que as condicdes fisico-quimicas para a
producdo de massa micelial do Agaricus blazei devem ainda ser melhoradas. Em
funcdo disso, foi feito o cultivo em fermentador de bancada para se avaliar o

efeito das condigdes fisicas no crescimento micelial.

5.2.4 Avaliacdo do cultivo do Agaricus blazei em fermentador

O cultivo do fungo Agaricus blazei foi analisado em batelada simples, a
temperatura de 28°C, em rotacGes variadas entre 120 rpm a 500 rpm. A rotacéo
de 200 rpm foi a que apresentou um bom desenvolvimento micelial: “pellet” em
crescimento, num meio com brilho e sem viscosidade. Em rota¢es abaixo de
200 rpm, o0 micélio ndo se desenvolveu bem e no intervalo de 400 rpm a 500

rpm, varias hifas foram quebradas e sem formagéo de “pellet”.
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A fermentacdo fungica foi realizada por um periodo de 136 horas,
produzindo 0,7541g de massa micelial seca provindas de um volume util de 1,5
litro de meio de cultura. A baixa producdo pode estar ligada ao fato do
fermentador de trabalho ainda ndo possuir, acoplado a ele, um dispositivo de
oxigenacdo do meio de cultura. Essa fase do experimento com suas repeticdes
ficaram comprometidas, pois as hifas aglomeradas na hélice ja tocavam as
palhetas laterais, com possibilidade de travamento do sistema (Figura 8). Para
otimizar este experimento, deve-se adquirir um fermentador amplo com aeracdo

controlada.

FIGURA 8 Visualizacdo do impedimento fisico causado no fermentador, de 2
litros de capacidade, pelo micélio do fungo Agaricus blazei,
cultivado em meio NPK, em 200 rpm, pH 6,5 e 28°C.

Trabalho semelhante foi realizado por Shu et al. (2003), analisando a
fermentagdo em batelada simples do Agaricus blazei, nas seguintes condicdes:
pH controlado igual a 7,0, temperatura da cultura de 28°C, aeracgdo controlada

com velocidade 0,05 vwm (velocidade voluntdria maxima) e velocidade de
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agitacdo de 250 rpm. Apds 17 dias de cultivo, 0s autores encontraram 0 maximo

de rendimento com 7,5 g.L ™.

5.2.5 Avaliacdo das concentracbes de aclcares nos meios de cultivo NPK,
MBA e MBC, durante a fermentacao submersa do fungo Agaricus blazei

As concentracBes dos aglcares totais (3.100 mL™), aglcares redutores
totais (g.100 mL™) e aclcares ndo redutores totais (g.100 mL™) foram avaliadas
nos meios de cultivo NPK, MBA e MBC para Agaricus blazei, apos
fermentacdo do fungo aos 7, 14 e 21 dias de cultivo. Os resultados obtidos estédo
representados na Figura 9.

Para os meios de cultivo NPK e MBC, a concentragdo do agUcar total
analisado seguiu um padrdo de consumo semelhante: até o 7° dia de cultivo
ficou constante; do 7° ao 14° dia para o0 MBC, o consumo foi acentuado e
discreto para 0 NPK e, do 14° ao 21° dia de consumo, foi mais elevado para o
NPK e discreto para 0 MBC; no meio MBA, verificaram-se quedas de consumo
ao longo dos 21 dias de cultivo. Para 0 meio NPK, o maximo de biomassa foi
conseguido aos 14 dias de cultivo, com 0,8 g.L™.

O acucar redutor total analisado é constituido, principalmente, por
glicose, molécula facilmente absorvida pelas hifas. O Unico meio de cultivo
analisado e rico em glicose é 0 MBC, e o consumo de agucar correspondeu ao
crescimento micelial. Os outros dois meios (NPK e MBA) sdo ricos em agUcares

nao redutores.
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Acucares (g/100mL)
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== MBC agUcar total ---m--- MBC ag. red.total
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---A--- NPK9 a¢. red. total — - & - —NPK9 ac¢. ndo redutor
—X=— MBA2 acucar total ---X--- MBA2 a¢. red. total

—-X -—MBA2 a¢. ndo redutor

FIGURA 9 Avaliagdo das concentragdes de agUcar total, aclcar redutor total e
acucar ndo redutor total em cultura submersa de Agaricus blazei,
aos 7, 14 e 21 dias de cultivo, em pH 6,5 e 28°C.

O acucar ndo redutor analisado corresponde, basicamente, a sacarose,
uma molécula que, apds degradacgdo, transforma-se em aclcares de faceis
assimilacdes pelo fungo, como glicose e frutose. Principalmente 0 meio NPK
apresentou elevada degradacdo de sacarose no Gltimo periodo da fermentacéo, o
que pode ter relacdo direta com o crescimento micelial.

Na Figura 10 fica evidenciada a relacdo direta entre o crescimento
micelial e o consumo de agUlcar total do meio de cultura NPK, comparado ao
padrdo MBC. O padrdo de crescimento micelial e a degradacdo de aglcar séo
correspondentes: a medida que o agUcar vai sendo degradado, a biomassa cresce.
Nesse experimento, foram obtidos O,8g.L'l, com maior patamar de rendimento
micelial conseguido aos 14 dias de cultivo. Shu et al. (2003), analisando o

cultivo submerso do Agaricus blazei, relacionaram biomassa com o consumo de
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carboidrato, tendo, aos 22 dias, sido consumido todo actcar inicial (11g.L") e a

biomassa atingido 7,5g.L™.
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0

Massa Micelial Seca
Acucar Total (g/100mL)

Tempo (dia)
—0- = NPK9-micélio —A- - MBC-micélio

—a— NPK9-acUcar —4—MBC-ac¢Ucar

FIGURA 10 Relagdo entre massa micelial e consumo de agucar total, aos 7, 14
e 21 dias de cultivo submerso de Agaricus blazei, nos meios de
cultura NPK, em pH 6,5 e a 28°C.

Martin (1983), trabalhando com Agaricus campestris, em cultura
submersa, relatou que o baixo rendimento micelial encontrado em sua pesquisa
foi causado pelo estresse causado pela rotacdo de 200 rpm, embora Moustafa
(1960) tenha relatado altos rendimentos de micélio em altas rotacdes. No
presente trabalho, o baixo rendimento micelial obtido, provavelmente, foi
causado pela pouca agitacdo do meio (manual) e, conseqlientemente, baixa
aeracdo do mesmo, junto com as condi¢des de ndo controle de pH durante o

periodo fermentativo.
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5.2.6 Avaliacdo por HPLC das concentragdes dos acUcares glicose, frutose e
sacarose em varios meios durante a fermentacao submersa do A. blazei

A andlise por HPLC, no presente trabalho, foi realizada para quantificar
especificamente os principais aguUcares utilizados nos meios de cultura, em
fermentagéo flngica de 0 a 21 dias de cultivo. A quantificacdo foi para frutose,
glicose e sacarose.

Na analise de frutose da Tabela 7, verifica-se efeito significativo (P <
0,01) dos tratamentos sobre esta variavel. Em todos os tempos de amostragem,
pode-se observar que a concentracdo mais elevada de frutose ocorreu no meio de
cultura MVS, seguido pelo meio NPK. O MVS, composto por vinhaga e adubos,
foi o mais rico em frutose. O NPK, que recebeu pequena porcdo de vinhaca,
apresentou 0,09 gramas de frutose para 100mL de meio. O MBA apresentou
pequena porcdo de frutose, resultante, provavelmente, da quebra de sacarose
adicionada. O MBC, que ndo recebeu vinhaga e nem sacarose, nao apresentou
frutose na sua composicdo, ficando evidente, portanto, que a vinhaca, além de

outros nutrientes, é uma fonte de frutose para o meio.

TABELA 7 Avaliacdo por HPLC das concentracdes (g.100mL™) de frutose, no
periodo de 0 a 21 dias de cultivo submerso do fungo Agaricus
blazei, em pH 6,5 e a 28°C.

Meios de Tempo (dias)

cultura 0 7 14 21
NPK9 0,09° + 0,02 0,08° + 0,00 0,06°+0,01  0,05°+0,02
MVS3 0,93%+ 0,03 0,90 + 0,05 0,83°+0,01 0,65+ 0,02
MBA2 0,02° + 0,01 0,02°+ 0,00 0,02°+0,00  0,02° +0,00
MBC 0,00° + 0,00 0,00°+ 0,00 0,00°+ 0,00 0,00 + 0,00

CV (%) 7,44 10,91 3,15 8,77

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Dunnet, a
5% de probabilidade.
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Durante os 21 dias de fermentacdo, houve uma redugdo de 30,11% para
0 meio MVS. Essa frutose, provavelmente, foi absorvida pelas hifas do Agaricus
blazei, apesar de ndo ser suficiente para o seu crescimento.

Na andlise de glicose da Tabela 8, verifica-se que houve efeito
significativo (P < 0,01) dos tratamentos sobre esta varidvel. O meio MVS foi
rico em glicose (1,30g/100mL), enquanto que o NPK apresentou 0,08g/100mL e
MBA apresentou 0,03g/100mL.

TABELA 8 Avaliacio por HPLC das concentracdes (g.100 mL™) de glicose de
0 a 21 dias de cultivo submerso de Agaricus blazei, em pH 6,5 e

28°C.

Meios de Tempo (dias)

cultura 0 7 14 21
NPK9 0,08° + 0,01 0,08° + 0,00 0,05°+0,01  0,04° + 0,02
MVS3 1,30% + 0,09 0,86° + 0,02 0,782+0,08 0,65° +0,10
MBA2 0,03°+ 0,02 0,029+ 0,01 0,02°+0,00  0,02° +0,00
MBC 0,98+ 0,08 0,922+ 0,03 0,58°+2,02 0,46+ 1,03
CV (%) 10,12 4,22 32,61 28,72

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si (P > 0,05), pelo
teste de Dunnet, a 5% de probabilidade.

Como esperado, o MBC apresentou 0,98g/100mL, aproximadamente
1% de glicose, que € a concentracdo definida pelo meio. Durante os 21 dias de
fermentacgdo, houve uma reducdo de 53,06% da glicose disponivel para 0 meio
MBC e 50,00% para 0 meio MVS.

Na andlise de sacarose da Tabela 9, verifica-se que houve efeito
significativo (P < 0,01) dos tratamentos sobre esta varidvel. A analise de

sacarose confirmou as concentracfes definidas de 1% de sacarose para 0s meios

66



NPK e MBA. Também conforme esperado, o meio MVS apresentou teor

relativamente alto de sacarose (0,77g/100mL), totalizando 2% de agUcares totais.

TABELA 9 Avaliacdo por HPLC das concentracOes de sacarose de 0 a 21 dias
de cultivo submerso do isolado de Agaricus blazei, em pH 6,5 e

28°C.

Meios de Tempo (dias)

cultura 0 7 14 21
NPK9 0,97° + 0,07 0,95% + 0,03 0,06°+0,01  0,05° + 0,02
MVS3 0,77° £ 0,07 0,59° + 0,02 0,83+0,01 0,65 +0,02
MBA2 1,04% + 0,07 1,00 + 0,11 0,02°+0,00 0,02°+0,00
MBC 0,01+ 0,00 0,01° + 0,00 0,01+ 0,00  0,00° + 0,00

CV (%) 8,73 9,17 10,96 12,57

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si (P > 0,05), pelo teste de
Dunnet, a 5 % de probabilidade.

O meio MVS foi 0 que apresentou maior concentragdo de aglcar, mas,
foi também o que proporcionou o menor crescimento micelial. E importante
notar que, nos meios NPK e MBA, a concentragdo de agucar praticamente foi
esgotada entre 7 e 14 dias, demonstrando que, para esses dois meios, a
concentracdo de aglcar foi um fator limitante. Considerando o meio MBC, o
fungo utilizou apenas a metade da glicose adicionada, mas, por outro lado,
produziu mais massa micelial do que nos outros meios. Esses resultados
sugerem que, por ser um acglcar prontamente assimilavel, 1% de glicose foi
suficiente para o metabolismo do fungo, enquanto que, para sacarose, essa
concentracdo foi insuficiente, provavelmente, em funcdo do gasto de energia
envolvido para a sintese da enzima sacarase (EC 3.2.1.48), responsavel por sua

degradacao.

67



Na literatura, encontram-se trabalhos semelhantes: Issaly et al. (2004),
estudaram a influéncia de nutrientes, pH e oxigenacdo na producdo do fungo
Metarhizium flavoviride em cultura submersa, detectando o consumo méaximo de
sacarose, que estava a 2% no meio, em 72 horas. Manzoni & Rollini (2001),
pesquisando o0 basidiomiceto Daedalea quercina em cultura submersa,
verificaram a influéncia de fonte de carbono no crescimento micelial,
empregando glicose, sacarose e dextrinas em cultivo submerso durante 14 dias
de fermentagdo. Manabe (2003) relata também a utilizagdo efetiva da sacarose
pelo fungo Agaricus blazei, semelhante ao presente trabalho. Kawagoe et al.
(2004), estudando a producdo micelial de Agaricus blazei em cultura submersa,
detectaram pouco decréscimo na concentracdo de glicose: houve uma queda de

30% da glicose inicial, apos 27 dias de cultivo.
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6 CONCLUSOES

O meio NPK (Nitrogénio-Fésforo-Potassio) apresentou maior
estabilidade fisiologica para o crescimento do fungo Agaricus blazei, em cultivo

solido, proporcionando a formagao de col6nias uniformes.

Os meios de cultura NPK 7 e NPK 9 permitiram maior didmetro de

crescimento micelial em placa que os demais meios.

Os meios MBA apresentaram producdo de massa micelial equivalente a
dos meios NPK 7 e NPK 9.

Em cultivo submerso, o Agaricus blazei produziu maior massa micelial
no meio NPK 9 do que nos meios MVS e MBA 2.

Para a utilizacdo dos meios NPK e MBA seria necessaria a utilizagao de

uma concentragdo de sacarose superior a 1%.
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CAPITULO 3

O USO DO COGUMELO Agaricus blazei COMO ADITIVO ALIMENTAR
EM RACAO PARA FRANGOS DE CORTE
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1 RESUMO

GUIMARAES, Jo&o Borges. O uso do cogumelo Agaricus blazei como aditivo
alimentar em racdo para frangos de corte. Lavras: UFLA. 2006. Cap. 3, p.
73-98. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)*.

Este estudo teve como objetivo avaliar a utilizacdo do cogumelo
Agaricus blazei como aditivo alternativo ao uso de promotores de crescimento
antimicrobianos em ra¢bes de frangos de corte. O cogumelo foi produzido no
Laboratorio de Cogumelos Comestiveis e Medicinais do DBI/UFLA e a
conducéo do experimento foi na granja experimental da EAFI, MG. Quinhentos
e noventa e cinco pintos de corte de um dia de idade foram criados, em
delineamento inteiramente casualizado, com sete tratamentos, cinco repeticdes e
17 aves por parcela, em cama reutilizada e sem adicdo de aditivo anticoccidiano
e antimicrobiano. Os tratamentos consistiram em: T1 - ragdo basal (RB) sem
cogumelo e sem antibidtico; T2 - RB + 0,04% de residuo de cogumelo
desidratado (RCD); T3 - RB + 0,08% RCD; T4 - RB + 0,12% RCD; T5 - RB +
0,16% RCD; T6 - RB + 0,20% RCD; T7 - controle: RB + antibiotico
avilamicina a 10 ppm. As ragdes baseadas em milho e farelo de soja dos sete
tratamentos foram utilizadas durante todo o experimento, sendo o programa
alimentar com duas ragGes: de 1 dia a 21 dias de criacdo e de 22 a 42 dias de
criacdo. Os parametros avaliados nos periodos de 1 dia a 21 dias, de 22 a 42 dias
e de 1 dia a 42 dias foram ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR) e
conversao alimentar (CA); ap6s abate, aos 42 dias, foram analisados:
rendimento de carcaca e de peito, acimulo de gordura abdominal, peso da bursa
de Fabricius e bago. Os dados obtidos para os tratamentos de T1 a T6 foram
comparados com frangos que ingeriram o antibidtico (T7) e comparacdes entre
os niveis de cogumelo adicionados. Para o desempenho animal, ao final do
experimento, verificou-se que houve efeito dos tratamentos (P < 0,05) sobre o
pardmetro ganho de peso, pelo teste de SNK. Os resultados apontam a
concentracdo de cogumelo de 0,163% como a ideal ao se utilizar cogumelo na
racao, pois proporcionou ganho de peso maior. Ndo houve efeito significativo (P
> 0,05) dos tratamentos sobre o rendimento de carcaca, peito e gordura
abdominal. Em relagdo aos 6rgdos da imunidade analisados, houve efeito dos
tratamentos (P < 0,05): o controle negativo (T1-testemunha) apresentou maior
peso para a bursa de Fabricius e menor para o baco. Portanto, 0 uso do
cogumelo ou antibiético na racdo influenciou os érgdos analisados do sistema
imune dos frangos.

*Comité Orientador: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias - UFLA (Orientador), Prof.
Dr. Antbnio G. Bertechini, UFLA e Profa. Dra. Maria Cristina Bressan, UFLA
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2 ABSTRACT

GUIMARAES, Jodo Borges. The use of the mushroom Agaricus blazei as a
feed additive in diet for broiler chicken. Lavras: UFLA. 2006. Cap. 3, p. 73-
98. Dissertation (Master in Food Science)*.

This study was aimed to evaluate the utilization of the mushroom Agaricus
blazei as an alternative additive to the use of promoters of microbial growth in
broiler chicken rations. The mushroom was grown in the Edible and Medicinal
Mushroom Laboratory of the DBI/UFLA and the undertaking of the experiment
was in the experimental poultry farm of the EAFI-MG. Five hundred ninety and
five broiler chickens of one day of age were raided in a completely randomized
design with seven treatments, five replicates and 17 birds per plot; in bedding
reutilized and without addition of anticoccidium additive. The treatments
consisted of: T1 — basal ration (BR) without mushrooms and without antibiotics;
T2 — BR + 0.04% of dehydrated mushroom residue (DMR); T3 — BR + 0.08%
DMR; T4 - BR + 0.12% DMR; T5 — BR + 0.16% DMR; T6 - BR + 0.20%
DMR; T7 - control: BR + antibiotics avilamicin at 10ppm. The rations based on
corn and soybean meal of the seven treatments were utilized throughout the
experiment with two formulations: from 1 day to 21 days of breeding and from
22 to 42 days of breeding. The parameters evaluated in the periods of 1 day to
21 days, of 22 to 42 days and of 1 day to 42 days were weight gain (WG), ration
intake (RI) and feed conversion (FC) after slaughter, at 42 days, the following
were analyzed: carcass and breast yield, accumulation of abdominal fat, weight
of the bursa of Fabricius and spleen. The data obtained for the treatments of T1
to T6 were compared with the chickens which ingested the antibiotics (T7) and
the comparisons among the levels of added mushrooms. For the animal
performance, at the end of the experiment, it was found that there was effect of
the treatments (P < 0.05) upon the parameter weight gain by the SNK test. The
results indicate the concentration of mushroom of 0.163% as being the ideal one
in utilizing mushroom in the ration, since it provided greatest weight gain. There
was no significant effect (P > 0.05) of the treatments won the carcass, breast and
abdominal fat. As regards the immunity organs analyzed, there was effect of the
treatments (P < 0.05): negative control (T1-control) presented greatest weight
for the bursa of Fabricius and smallest for the spleen. Therefore, use of the
mushroom or antibiotics in the ration influenced the analyzed immune system
organs of the chickens.

*Guidance Committee: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias - UFLA (Adviser), Prof.
Dr. Ant6nio G. Bertechini — UFLA and Prof. Dr. Maria Cristina Bressan - UFLA
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3 INTRODUCAO

Desde a década de 1950, utilizam-se em racdes de frangos de corte,
substancias quimioterapicas ou antibiéticos, com o objetivo de combater agentes
patologicos de baixa periculosidade da microbiota das aves. Assim, as aves
conseguem uma melhor absorcdo dos nutrientes para 0 seu crescimento.
Entretanto, o uso constante dos antibiéticos em doses subterapéuticas, em racoes
de aves, gerou desconfianga a respeito de tais drogas estarem causando
resisténcia em algumas cepas selecionadas de microrganismo e chegando até ao
homem, por contaminacgdo cruzada. Apesar da indicacdo de que o periodo de
caréncia pos-administracdo dos antibioticos é suficiente para eliminar quaisquer
residuos destes na carne, reducBes e substituicdes dos antibidticos nas racGes
tém sido temas de pesquisa.

O Brasil é um grande produtor mundial de frangos de corte, atualmente
0 maior exportador, e precisa estar preparado para as novas exigéncias do
mercado consumidor em ambito mundial. Paises mais exigentes, como os da
Comunidade Européia, estdo recusando a importagdo de frangos de corte
alimentados com antibidticos ou agentes quimioterapicos, como promotores de
crescimento, em racdes para frangos de corte.

Dentre as diversas alternativas, o fungo Agaricus blazei se destaca como
um possivel substituto aos agentes antimicrobianos em racdo de frango de corte,
por apresentar propriedades que atuam no trato gastrintestinal das aves,
facilitando a absorcéo de substancias nutritivas no intestino.

Com este estudo, objetivou-se avaliar o desempenho dos frangos de
corte alimentados com niveis crescentes do cogumelo Agaricus blazei em

racdes, como alternativa aos aditivos usuais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e época de realizacéo do experimento
O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura da Escola
Agrotécnica Federal de Inconfidentes, Inconfidentes, MG, regido sul do estado

de Minas Gerais, no periodo de outubro a dezembro de 2004.

4.2 Aves, instalacGes e equipamentos

Foram utilizados 595 pintos de corte machos, da linhagem Ross, da
marca AgRoss 308, com um dia de idade, vacinados contra a doenca de Marek
e bouba aviaria, com peso médio de 43g. As aves foram alojadas em 35 boxes
com 4,7m? (2,55m x 1,85m), separados por um corredor de 2,20m de largura,
com piso de cimento, em galpdo de alvenaria, construido na orientacdo leste-
oeste, coberto com telhas de cimento-amianto, pé-direito de 3,0 metros, muretas
de 0,40 metros de altura e o restante das laterais fechadas com tela de arame
galvanizado, dotadas de cortinas de lona plastica para protecdo de vento e frio.
Em cada unidade experimental foram alojadas 17 aves. Em cada unidade foi
colocado um comedouro infantil, sendo substituido, depois de 7 dias, por um
tubular, um bebedouro pendular e, na fase de aquecimento, foram utilizadas
lampadas incandescentes de 220v/100 watts suspensas a 0,30 metros do piso. As
lampadas de aquecimento foram mantidas acesas nos primeiros 14 dias,
principalmente no periodo noturno e as cortinas de plastico nas laterais do
galpdo ficaram completamente fechadas. Ap6s esse periodo, 0 manejo de
aquecimento do galpdo foi feito de acordo com a temperatura ambiente e o

comportamento das aves. As lampadas de aquecimento foram desligadas e as
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cortinas passaram a permanecer abertas durante o periodo diurno-noturno, sendo
fechadas somente na ocorréncia de chuvas.

Na tentativa de proporcionar um desafio zootécnico, as aves foram
alojadas sobre a cama de casca de café ja utilizada em outros ciclos de producéo
de frangos de corte, que foi espalhada, uniformemente, a uma altura de + 5cm.
Depois de um vazio sanitario ocorrido no galpdo experimental, este foi somente
varrido, ndo sendo utilizado langa-chamas e nenhum produto desinfetante,
simulando as condicdes encontradas em granjas comerciais, nas quais o desafio
microbiano é normalmente maior do que em instalacfes experimentais.

Uma folha de jornal foi utilizada para cobrir a cama, somente sob a
campanula de aquecimento, até o 3° dia. Até este periodo, as aves mortas ou
refugadas foram trocadas por aves aparentemente sadias e que estavam
recebendo a dieta controle.

As aves receberam racdo e agua a vontade durante o periodo
experimental e um programa de 24 horas de luz natural e artificial. Adotou-se

um programa alimentar de duas fases: 1 a 21 dias e 22 a 42 dias.

4.3 Cogumelo Agaricus blazei

O cogumelo Agaricus blazei utilizado foi obtido da producdo do
Laboratério de Cogumelos Comestiveis e Medicinais do setor de Microbiologia
do Departamento de Biologia da UFLA. Somente foram utilizados residuos e
cogumelos ja com o pileo aberto, sem valor de mercado, como aditivo nas
racoes.

Os cogumelos secos foram triturados e adicionados na dieta dos frangos,

seguindo-se as fases experimentais.
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4.4 Tratamentos e ragdes experimentais

Para avaliar o desempenho dos frangos de corte, foram utilizados o
antibiodtico avilamicina e cinco niveis de cogumelos em substituicdo ao promotor
de crescimento, incluidos juntamente com o inerte nas quantidades descritas nos

tratamentos a segu ir:

T1 -racdo basal (RB) sem antibidtico e sem cogumelo (controle negativo);
T2 — RB com 0,04% de cogumelo;
T3 - RB com 0,08% de cogumelo;
T4 - RB com 0,12% de cogumelo;
T5 - RB com 0,16% de cogumelo;
T6 — RB com 0,20% de cogumelo;

T7 — RB com antibiotico (0,025%) e sem cogumelo (controle positivo).

Os ingredientes e nutrientes utilizados nas ragOes experimentais
encontram-se na Tabela 10, tendo sido a composi¢do dos ingredientes e as
exigéncias nutricionais das aves obtidas de Rostagno et al. (2000). A dieta basal
foi formulada a base de milho, farelo de soja e 6leo de soja, suplementada com
minerais e vitaminas, sendo isonutritivas, porém, sem a suplementacdo de

anticoccidiano para aumentar ainda mais o desafio zootécnico.

4.5 Medidas de desempenho dos frangos

O desempenho das aves foi avaliado nos periodos de 1 aos 21 dias, de
22 a 42 dias e de 1 a 42 dias de idade das aves.

Os calculos para o consumo de racdo foram realizados pela diferenca

entre as pesagens de racdo fornecida e a sobra nos comedouros das unidades
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experimentais. A mortalidade ocorrida em cada unidade experimental foi levada
em consideracdo para os célculos realizados.

Para verificar o desempenho, foram feitas pesagens no 7°, 14°, 21°, 28°,
36° e 42° dias de idade do grupo de aves de cada unidade experimental, obtendo-

se, entdo, o0 ganho de peso médio por ave em cada periodo.
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TABELA 10 Composicéo percentual das racBes basais utilizadas em cada fase
experimental.

Ingredientes — _ Fases _ _
Inicial (01 a 21 dias) Final (22 a 42 dias)

Milho 58,277 62,730
Farelo de soja 35,285 30,244
Fosfato bicalcico 2,739 3,396
Calcario calcitico 1,517 1,428
Oleo de soja 1,166 1,137

Sal iodado 0,407 0,385
Premix vitaminico® 0,100 0,100
Premix mineral® 0,100 0,100
DL-metionina (99%) 0,156 0,140
L-lisina (78%) 0,005 0,090
Cloreto-colina (60%) 0,048 0,050
Antibidtico® - -
Anticoccidiano - -
Cogumelo - -

Inerte (caulim) 0,200 0,200
Total (kg) 100,000 100,000

Composicado calculada

Energia metabolizavel

(Kcal.kg™) 3000 3100
Proteina bruta (%) 21,300 19,2
Calcio (%) 0,960 0,910
Faésforo disponivel (%) 0,400 0,380
Sadio (%) 0,160 0,153
Aminoacidos totais

Lisina (%) 1,131 1,068
Metionina (%) 0,480 0,440
Met. + cist. (%) 0,805 0,740

! Suplemento vitaminico contendo, por kg do produto: vit. A (12.000.000 UI); vit B,
(2.200mg); vit B, (6.000mg); vit Bs (3.300 mg); vit By, (16.000mg); vit D; (2.200.000
uUl); vit E (30.000mg); vit K3 (2.500 mg); biotina (110mg); nicotinamida (53.000mg);
niacina (25.000mg); acido pantoténico (13.000mg); acido folico (1.000mg); antioxidante
(120.000mg); enzimas (2.003.848UI); veiculo Q.S.P. (1.000g).

2 Suplemento mineral contendo, por kg do produto: Zn (50.000mg); Fe (20.000mg); Mn
(75.000mg); Cu (4.000mg); I (1.500mg); Co (200mg); veiculo Q.S.P. (1.000g).

% Controle positivo: na racdo basal utilizou-se avilamicina a 10%, sendo usado
250g/tonelada, fornecendo 25g/tonelada do principio ativo.
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A conversao alimentar também foi calculada para as fases de 1 a 21, 22
a 42 e 1 a 42 dias de idade, utilizando-se para os calculos, os dados referentes ao

consumo e ao ganho de peso de cada unidade experimental.

4.6 Rendimento de carcaca

O rendimento de carcaca foi avaliado aos 42 dias de idade, quando
foram separadas 4 aves por repeticdo e tratamento, com peso médio
representativo da unidade experimental. As aves foram submetidas a um jejum
de seis horas e, depois, pesadas e abatidas. As carcacas evisceradas com cabeca,
pescoco e pés. As visceras comestiveis e gordura abdominal foram pesadas
antes do resfriamento, a 0°C, por 24 horas. O rendimento de carcaca foi
calculado com base no peso vivo no momento do abate e o rendimento das
partes nobres foi calculado em relagdo ao peso de carcaca eviscerada. Os

acumulos de gordura foram relacionados ao peso da carcaca.

4.7 Medidas de peso de drgéos do sistema imunolégico

Ao final do experimento, aos 42 dias de idade, quatro aves por
tratamento foram submetidas a um jejum de seis horas, sendo pesadas e
processadas segundo os procedimentos normais de abate: sangria, depenagem e
evisceracdo. Em seguida, foram coletados o baco e a bursa de Fabricius de cada
ave, para verificar, por meio de pesagem desses 6rgdos, alguma relacdo de
resposta do sistema imunolégico das aves, em relagdo as dietas com antibidtico e
com os niveis de cogumelo, aditivos promotores do crescimento.

Estes 6rgdos foram avaliados porque segundo Fukayama (2004), a
medula 6ssea e a bursa de Fabricius sdo locais do desenvolvimento e

diferenciacdo dos linfocitos B, e o timo, onde os linfocitos T desenvolvem-se e
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se diferenciam, sendo considerados érgdos linféides primarios. O baco é um
6rgdo linféide secundario ou periférico. Estas estruturas linfoides representam
uma parte importante do sistema imune, devido ao fato de existirem inimeros

patdgenos que podem estar presentes no aparelho digestorio.

4.8 Pesquisa de Salmonella sp.

A presenca de Salmonella sp. foi pesquisada na cama utilizada em cada
unidade experimental e toda a metodologia foi seguida de acordo com as
técnicas descritas por Silva et al. (2001). As analises foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia/ DCA/UFLA.

Salmonella sp. é um enteropatdgeno mais frequentemente associado a
microbiota entérica das aves e origina-se de diferentes fontes do ambiente
avicola. Com Salmonella, as caracteristicas de colonizacdo do trato intestinal das

aves sdo diferenciadas e prejudicam o desempenho zootécnico desses animais.

4.9 Delineamento experimental e anélises estatisticas

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo 7 tratamentos e 5 repeticdes de 17 aves por unidade
experimental, totalizando 35 parcelas e 595 aves.

Os dados foram submetidos & anélise estatistica utilizando-se o software
Sistema de Andlise de Variancia para Dados Balanceados (SISVAR),
desenvolvido por Ferreira (2000). Os contrastes foram avaliados pelo teste de
SNK, a 5% de probabilidade.

O modelo estatistico adotado para as caracteristicas de desempenho foi:

Yi=p+Tite
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em que:
Yj: valor observado em aves alimentadas com diferentes tratamentos i, na
repeticao j;

u: média geral do experimento;

Ti: efeito dos tratamentos i, sendoi=1,2,3,4,5,6 e 7;

ej: erro aleatorio associado a todas as observagBes que, por hipGtese, tém
distribuicdo normal com média zero e variancia sigma ao quadrado (0, o),

sendo as repeticbes j=1, 2, 3,4 e5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desempenho dos frangos

O desempenho dos frangos de corte foi avaliado nas trés fases de
criacdo, correspondendo aos periodos de 1 a 21 dias, 22 a 42 dias e de 1 a 42
dias de idade das aves. Os resultados encontram-se nas Tabelas 11, 12 e 13.

Né&o foi observado efeito significativo (P > 0,05) dos tratamentos sobre
ganho de peso e conversdo alimentar, no periodo de 1 a 21 dias de idade das
aves (Tabela 11). Entretanto, o consumo de ragdo para o grupo controle negativo
foi menos elevado que nos demais tratamentos.

Neste periodo, os resultados indicam que as condi¢Bes experimentais
ndo permitiram observar os efeitos do uso do cogumelo na ragdo, tendo em vista
que 0 uso de antibidtico se comparou aos outros tratamentos.

Os dados observados no presente experimento para ganho de peso e
conversdo alimentar, no periodo de 1 a 21 dias de idade das aves, vao ao
encontro dos valores encontrados por Fukayama (2004), que também néo
verificou diferencas para o desempenho. Quando adicionou prebioticos e
probiéticos em substituicdo ao antibidtico, Moreira et al. (2001) nédo observaram
diferencas significativas em ganho de peso com o uso de outros promotores de
crescimento.

Fuini (2001), trabalhando com o cogumelo Agaricus blazei nas racGes
para frangos de corte da linhagem Cobb, ndo observou diferencas significativas
entre os tratamentos para o consumo de racdo e conversao alimentar no periodo
de 1 a 21 dias de idade.

Nessa fase, 0 ganho médio de peso foi de 635 gramas, inferior aos
padrfes estabelecidos no manual da marca AgRoss 308, que é 788 gramas. A
temperatura elevada durante uma fase do experimento pode ter influenciado

negativamente o consumo de racgéo e, consequentemente, o ganho de peso.
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TABELA 11 Ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR) e conversdo
alimentar CA), no periodo de 1 a 21 dias de idade das aves e
seus respectivos desvios-padrdo, em funcdo dos tratamentos
experimentais.

Tratamentos GP* (g/ave) CR (g/ave) CA* (g/9)
Controle negativo® 634 + 22,86 928" + 17,22 1,46 +0,06
Controle positivo® 630 + 21,05 978+ 9,72 1,54 +0,06
Cogumelo 0,04% 631 £19,49 970° + 15,97 1,56 +0,03
Cogumelo 0,08% 627 +18,78 984% + 28,73 1,57 £0,08
Cogumelo 0,12% 653 21,58 966° + 15,39 1,48 0,07
Cogumelo 0,16% 638 + 29,47 957% + 25,54 1,50 +0,05
Cogumelo 0,20% 629 * 33,38 970° + 9,05 1,54 0,07
CV (%) 3,84 1,94 3,97

* Efeito ndo significativo pelo teste de SNK e andlise de regressdo para os niveis nao
significativa (P > 0,05).

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de SNK, a
5% de probabilidade.

! Controle negativo: racio basal sem antibi6tico e cogumelo.

ZControle positivo: ragio basal com antibiético

Na fase final de criacdo entre 22 e 42 dias de idade (Tabela 12), ndo se
observou diferenca significativa (P > 0,05) dos tratamentos sobre o desempenho.
O efeito do uso do cogumelo e do antibidtico foi semelhante para as
caracteristicas ganho de peso, consumo de ragéo e conversao alimentar.

Fuini (2001) também n&o encontrou diferencas significativas nesta fase,
para essas caracteristicas, quando trabalhou com o mesmo cogumelo, apesar de
ter trabalhado com uma linhagem diferente de frango e de ter obtido um ganho

de peso médio (1.565g) inferior ao obtido neste trabalho (1.935g).
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TABELA 12 Ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR) e conversdo
alimentar (CA), no periodo de 22 a 42 dias de idade das aves e
seus respectivos desvios-padrdo, em fungdo dos tratamentos
experimentais.

Tratamentos GP* (g/ave) CR* (g/ave) CA* (g/g)
Controle negativol 1812 +124,11 3902 + 277,51 2,17 +0,27
Controle positivo® 1925 +58,61 3814 + 225,35 1,98 + 0,09
Cogumelo 0,04% 1820 +54,82 3744 £ 71,75 2,06 £ 0,09
Cogumelo 0,08% 1872 +39,42 3652 + 239,02 1,95+0,11
Cogumelo 0,12% 2007 £102,32 3830+ 242,19 1,91+0,13
Cogumelo 0,16% 2041 +187,53 3785 + 181,49 1,86 + 0,08
Cogumelo 0,20% 1822 +221,86 3669 + 99,16 2,04 £0,31
CV (%) 6,83 5,41 8,93

* Efeito ndo significativo pelo teste de SNK e andlise de regressdo para os niveis nao
significativa (P > 0,05).

! Controle negativo: ragio basal sem antibiético e cogumelo.

ZControle positivo: ragio basal com antibiético

Para 0 consumo de racdo e conversdo alimentar no periodo total de
criacdo das aves de 1 a 42 dias de idade (Tabela 13), ndo se observaram
diferencgas significativas (P > 0,05), para os niveis de cogumelo. Para o ganho de
peso, houve diferencas significativas (P < 0,05) para os niveis de cogumelo e
efeito dos tratamentos sobre as caracteristicas estudadas, de acordo com o teste
de SNK.

Estes resultados sdo interessantes porque, ao contrario de outros
trabalhos (Fuini, 2001 e Fukayama, 2004), apontou para um efeito significativo
da concentracdo do cogumelo Agaricus blazei desidratado sobre o ganho de

peso.
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TABELA 13 Ganho de peso (GP), consumo de racdo (CR) e conversdo
alimentar (CA), no periodo de 1 a 42 dias de idade das aves e
seus respectivos desvios-padrdo, em fungdo dos tratamentos
experimentais.

Tratamentos GP (g/ave) CR* (g/ave) CA* (g/9)
Controle negativol 2521% + 97,02 4752 + 235,79 1,89 +0,15
Controle positivo2 2605® + 67,55 4675 + 155,32 1,79+ 0,04
Cogumelo 0,04% 2511% + 42,24 4570 + 65,12 1,82 +0,03
Cogumelo 0,08% 2555% + 50,88 4566 + 201,95 1,79 + 0,06
Cogumelo 0,12% 2678 + 90,80 4602 + 99,45 1,72 £0,05
Cogumelo 0,16% 2769* +56,77 4654 + 126,32 1,69 +0,10
Cogumelo 0,20% 2487° + 109,36 4560 + 63,80 1,83+0,17
CV (%) 4,56 3,21 4,56

* Efeito ndo significativo dos tratamentos pelo teste de SNK e analise de regressao para
0s niveis nao significativa (P > 0,05).

! Controle negativo: ragio basal sem antibiético e cogumelo.

2 Controle positivo: racéo basal com antibiético.

Loddi et al. (2000) e Vargas et al. (2001), estudando o desempenho de
aves (ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar), ndo observaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos, independente do uso do antibidtico
avilamicina, probidtico e ou prebiético.

Corréa et al. (2003), trabalhando com um plantel de 3.000 pintos de
corte, testando o efeito de antibidtico e probidticos sobre o desempenho e
rendimento de carcaca de frangos, ndo verificaram efeito significativo dos

tratamentos sobre o desempenho das aves na fase final de criacéo.

O desempenho zootécnico mais elevado, no periodo de 1 a 42 dias,
ocorreu com o0 ganho de peso igual a 2.769 gramas, consumo de ragdo igual a
4.654 gramas e conversdo alimentar igual a 1,69 para o tratamento que utilizou
0,16% de cogumelo na ragdo. Esse valor foi 0 mais préximo, dentre todos os

tratamentos, do valor de conversdo de 1,66, estabelecido para a linhagem no
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manual do frango AgRoss 308, tendo o controle negativo apresentada um valor
de 1,89 e o positivo, de 1,79.

Fuini (2001), trabalhando com concentracfes de Agaricus blazei entre
0,25% e 1%, obteve o melhor ganho de peso (2.533g) com 0,25% de cogumelo
desidratado na ra¢do. Machado (2004), em vez de usar o cogumelo, testou a
adicdo do composto colonizado por Agaricus blazei e obteve um ganho de peso

de 2.248g quando utilizou 0,20% do composto pos-cultivo desidratado.

5.2 Avaliacao de carcaca, peito e gordura abdominal

Os resultados relativos a avaliacdo de carcaca das aves aos 42 dias de
idade encontram-se na Tabela 14.

Nao foi observado efeito significativo (P > 0,05) dos tratamentos sobre o
rendimento de carcaca (com pés e cabeca), de peito e acimulo de gordura
abdominal aos 42 dias de idade, de acordo com os tratamentos.

As médias de rendimento de carcaga, com adicdo de cogumelo nas
racOes, variaram, no presente estudo, entre 71,25% a 73,71%, para a linhagem
de frango Ross. Na literatura, alguns autores citam médias mais baixas para
rendimento de carcaca, de 65,41% a 68,31% para linhagens de frango de corte
(Duran et al., 1997; Lei & Van Beek, 1997; Sonaya et al., 1990); médias mais
elevadas, de 75,65% a 78,81%, também foram relatadas por Avila et al. (1993) e
Politi et al. (1994).

As principais fontes de variacfes nos rendimento de carcaga, citadas na
literatura, sdo as metodologias de coleta de amostras para pesagem (Souza,
2004). Os valores citados abaixo de 70,00% correspondem a carcagas livres de
pés, pescoco, visceras comestiveis e cabega, enquanto os valores citados acima
de 75,00% sdo acompanhados por todos ou por alguns dos cortes secundarios

citados.
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TABELA 14 Rendimento de carcaca, peito e acimulo de gordura abdominal,
aos 42 dias de idade das aves e seus respectivos desvios-padrao,
em funcdo dos tratamentos experimentais.

Tratamentos Carcaca* (%) Peito* (%) Gordura*® (%)
Controle negativol 70,73 + 3,68 30,30+ 1,83 1,20 £ 0,25
Controle positivo2 72,01 +5,82 29,85+ 1,29 0,99 +£0,15
Cogumelo 0,04% 71,58 + 3,62 30,33 £ 0,57 1,39+ 0,28
Cogumelo 0,08% 73,71+ 7,89 31,53+1,13 1,39+ 0,68
Cogumelo 0,12% 71,71+ 0,90 31,76+ 0,62 1,20 + 0,47
Cogumelo 0,16% 71,74 £ 1,53 30,85+ 1,49 1,32+ 0,22
Cogumelo 0,20% 71,25+2,01 30,12+ 1,64 0,94+0,14
CV (%) 6,00 4,27 30,04

* Efeito ndo significativo pelo teste de SNK, em relagéo ao controle positivo e analise de
regressao para os niveis ndo significativa (P > 0,05).

! Controle negativo: ragio basal sem antibiético e cogumelo.

2 Controle positivo: racdo basal com antibiético.

% Gordura abdominal relacionada ao peso de abate.

Outros fatores que afetam a composicdo dos tecidos podem exercer
influéncia no rendimento de carcaga, tais como sexo, idade de abate, linhagem e
sistema de criacdo (Castellini et al., 2002).

Os dados obtidos no presente estudo, para o rendimento de carcaca,
indicam que as condi¢fes experimentais ndo permitiram efeitos de qualquer
aditivo, tendo em vista que o tratamento com o uso de antibiético comparou-se a
todos os outros, inclusive com o da racdo sem aditivo.

Da mesma forma, pode-se observar que os diferentes tratamentos ndo
apresentaram efeitos significativos sobre o rendimento de peito e 0 acimulo de
gordura. Em outros trabalhos, nos quais testou-se o efeito da adi¢do de diferentes
aditivos na racdo, também ndo se verificaram diferencas significativas sobre o
rendimento de peito e acimulo de gordura (Fukayama, 2004; Lodd et al., 2002;
Pelicano et al., 2002; Santos, 2003; Vargas et al., 2001).
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5.3 Orgaos relativos a imunidade

A imunidade dos frangos de corte foi avaliada segundo os resultados
obtidos para o peso do baco e bursa de Fabricius, aos 42 dias de idade e
encontram-se na Tabela 15.

Efeitos significativos (P < 0,01) foram observados nos tratamentos sobre
0 peso do bagco e peso da bursa de Fabricius. Os valores médios para 0s
tratamentos em que utilizou-se cogumelo em substitui¢do ao antibidtico foram
0,2298% para a bursa e 0,1382% para o baco.

Os valores médios mais elevados para o peso do baco foram verificados
nos tratamentos T2, T3 e T6, sendo iguais aos do controle positivo com

antibiotico, os quais foram superiores aos tratamentos T4 e T5.

TABELA 15 Peso da bursa de Fabricius e peso do bago, em relagdo a
porcentagem do peso das aves com seus respectivos desvios-
padrdo, aos 42 dias de idade.

Tratamentos

Bursa (%)

Baco (%)

Controle negativo*
Controle positivo®
Cogumelo 0,04%
Cogumelo 0,08%
Cogumelo 0,12%
Cogumelo 0,16%
Cogumelo 0,20%

0,309° + 0,012
0,257 + 0,011
0,298° + 0,015
0,189° + 0,011
0,193° + 0,007
0,278° + 0,027
0,191° + 0,018

0,085 + 0,003
0,147%+ 0,006
0,159%+ 0,008
0,152%+ 0,009
0,116°+ 0,004
0,111°+ 0,011
0,153%+ 0,014

CV (%)

4,27

30,04

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste

de SNK, a 1% de probabilidade.

! Controle negativo: ragio basal sem antibié6tico e cogumelo.

ZControle positivo: ragdo basal com antibiético.
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O valor menos elevado para bago foi verificado para o controle negativo,
sem cogumelo e sem antibi6tico. Também Fukayama (2004) encontrou efeito
significativo para o peso do baco, aos 42 dias de idade das aves.

O valor médio observado para a bursa de Fabricius é semelhante ao
valor obtido por Fukayama (2004), o qual é de 0,2218%. No entanto a autora
ndo encontrou diferenca significativa entre os tratamentos realizados, a
semelhanca de Fuini (2001), que também ndo constatou diferencas entre os
tratamentos realizados em seu experimento. Os valores médios mais elevados
para 0 peso da bursa de Fabricius foram observados no tratamento com baixa
concentracdo de cogumelo e no controle negativo; os menos elevados foram
para o controle positivo com antibiético e os tratamentos com maiores
concentragdes de cogumelo.

As variagOes de peso dos 6rgaos ligados a imunidade das aves podem
refletir as reacfes do organismo animal diante do contato com microrganismo,
entretanto somente depois de andlise citolgica é possivel inferir essa relacéo. Se
0 nimero de células por area, de aves com peso idéntico, for constante, é
possivel correlacionar estimulo e microrganismo, mas, se esse nUmero variar,
pode-se afirmar que o peso dos oOrgdos estd relacionado a genética e
desenvolvimento das aves, ndo se relacionando com possiveis estimulos do
sistema imune (Murgas, 2006 — comunicagéao pessoal).

Os valores encontrados para 0 peso do baco e da bursa de Fabricius ndo
foram suficientes para expressar o efeito total do sistema imune sobre o
desempenho das aves, assim como o timo ndo foi passivel de verificacdo. A
exemplo de Fukayama (2004), estes resultados sugerem a necessidade de mais
trabalhos para uma maior compreensdo do sistema imune das aves, em relacéo a
promotores de crescimento.

E importante frisar que as aves estudadas no presente trabalho foram

criadas em cama reutilizada por quatro ciclos de criacdo, sem adicdo de
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anticoccidiano e, mesmo assim, apresentaram bom desempenho zootécnico. Os
resultados sugerem a ndo utilizacdo de antibiodtico para a criacdo de frangos de
corte, quando o manejo é adequado, mantendo 0s mesmos padrdes de
desempenho das aves, evitando os riscos de presenca de antibidticos na carcaga.
Entretanto, é importante observar que o ambiente de criacdo das aves talvez
tenha contribuido decididamente para ndo destacar o efeito promotor do
cogumelo Agaricus blazei em relagcdo ao desempenho geral das aves. O nlimero
de aves alojadas era representativo para o experimento, porém, ao ser
comparado com o nimero de um grande criatério, os desafios sanitarios foram
bem menores. O nimero de pessoas que trabalharam com as aves foi baixo e
com bastante assepsia e a cama, mesmo sendo reutilizada, apresentou auséncia
de Salmonella sp. na anélise realizada.

Nas Figuras 11 e 12 é possivel observar que o melhor desempenho
ocorreu com a adicdo de 0,163% de cogumelo as ragBes experimentais, com
ganho de peso foi mais elevado e uma menor conversdo alimentar.

Fuini (2001) utilizou o cogumelo Agaricus blazei desidratado como
aditivo na racdo de frangos de corte, como no presente trabalho, porém,
trabalhou com as concentragdes de 0,25% a 1%. Os melhores resultados foram
obtidos com 0,25% de cogumelo desidratado, ou seja, com a menor
concentragdo testada. Por isso, no presente trabalho, foram testadas
concentragOes de cogumelo abaixo de 0,25%, com o objetivo de se estabelecer a
concentracdo ideal exata. Portanto, o0s resultados demonstram que a
concentracdo ideal de Agaricus blazei desidratado na racéo de frangos de corte

esta em torno de 0,16%.
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FIGURA 11 Ganho médio de peso (GP), consumo de racdo (CR) e conversdo
alimentar (CA), no periodo de 1 a 42 dias de idade das aves, em
fungdo dos tratamentos experimentais.
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FIGURA 12 Nivel de cogumelo ideal na racdo para o ganho de peso mais
elevado, segundo os tratamentos realizados.
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6 CONCLUSOES

Os frangos de corte alimentados com ragdo suplementadas com 0,16%
de cogumelo apresentaram maior ganho de peso, considerando todo o periodo de

criacdo de 1 a 42 dias, sendo também superior ao uso do antibiotico.

As aves que ndo receberam nenhum tipo de aditivo apresentaram maior

peso da bursa de Fabricius e menor peso de baco.

N&o houve diferencas estatisticas entre os tratamentos para a qualidade

da carcaga, rendimento de peito e acimulo de gordura.

Para a utilizagdo do cogumelo Agaricus blazei como aditivo na ragéo de

frangos de corte, a concentragdo ideal é de 0,16%.
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CAPITULO 4

QUALIDADE DA CARNE DE PEITO DE FRANGO ALIMENTADO
COM O COGUMELO Agaricus blazei
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1 RESUMO

GUIMARAES, Jodo Borges. Qualidade da carne de peito de frango
alimentado com o cogumelo Agaricus blazei. Lavras: UFLA. 2006. Cap. 4, p.
99-124. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)*.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade da carne de
peito de frango alimentado com ra¢do contendo o cogumelo Agaricus blazei. O
cogumelo foi produzido no Laboratério de Cogumelos Comestiveis e Medicinais
do DBI/UFLA. A conducéo do experimento foi na granja experimental da EAFI-
MG e as andlises de qualidade foram realizadas no DCA/UFLA. O experimento
foi conduzido com 595 pintos machos da linhagem Ross, estruturado em
delineamento inteiramente casualizado, com 7 tratamentos, 5 repeticdes e 17
aves por unidade experimental; consistindo os tratamentos em: T1 - racéo basal
(RB) sem cogumelo e sem antibidtico; T2 - RB + 0,04% de residuo de
cogumelo desidratado (RCD); T3 - RB + 0,08% RCD; T4 - RB + 0,12% RCD;
T5-RB + 0,16% RCD; T6 - RB + 0,20% RCD; T7 - controle: RB + antibidtico
avilamicina a 10 ppm. Para as andlises fisico-quimicas e composicao centesimal,
quatro amostras por tratamento foram coletadas aos 21 dias e 42 dias de idade de
criacdo. Foram realizadas analises da cor (sistema CIE-Lab e CIE-Lch), perda de
peso por cozimento (PPC), forga de cisalhamento/maciez (FC), pH, proteina,
gordura, umidade e cinzas. As caracteristicas que apresentaram diferencas (P <
0,05) nas concentracdes utilizadas foram: aos 21 dias — cor (L*), PPC, pH e
umidade; aos 42 dias — cor (L* e H° e umidade. A luminosidade aos 21 dias
variou entre 48,03 a 54,01 e, aos 42 dias, variou entre 44,92 a 50,58. Em média,
0 pH variou entre 5,95 a 6,1 e os controles 6,1 a 6,3. A umidade variou de
71,92% a 72,95% para os tratamentos com cogumelo e 72,30% a 74,33% para
o0s controles. A inclusdo do cogumelo Agaricus blazei na dieta de frangos alterou
positivamente atributos de qualidade, em carne de peito, como perda de peso por
cozimento, pH e luminosidade (L*) dos cortes.

*Comité Orientador: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias - UFLA (Orientador), Prof.
Dr. Antonio G. Bertechini - UFLA e Profa. Dra. Maria Cristina Bressan — UFLA
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2 ABSTRACT

GUIMARAES, Jodo Borges. Quality of the breast meat of chicken fed the
mushroom Agaricus blazei. Lavras:UFLA. 2006. Cap. 4, p.99-124. Dissertation
(Master in Food Science)*.

The present study was intended to evaluate the quality of the breast meat
of chicken fed ration containing the mushroom Agaricus blazei. The mushroom
was produced in the Edible and Medicinal Mushroom Laboratory of the
DBI/UFLA, the undertaking of the experiment was in the experimental poultry
farm of the EAFI-MG and the quality analyses were conducted in the
DCAJ/UFLA. The experiment was conducted on 595 male chicks of the Ross
strain, arranged in a completely randomized design with 7 treatments, 5
replicates and 17 birds per experimental unit; the treatments consisting of : T1 -
basal ration (BR) without mushrooms and without antibiotics ; T2 - BR + 0.04%
of dehydrated mushroom residue (DMR); T3 - BR + 0.08% DMR; T4 — BR +
0.12% DMR; T5 — BR + 0.16% DMR; T6 - BR + 0.20% DMR; T7 — control:
BR + antibiotics avilamicin at 10ppm. For the physicochemical analyses and
centesimal composition, four samples per treatment were collected at 21 days
and 42 days of age of breeding. Analyses of the color (CIE-lab and CIE-Lch
system), weight loss by cooking (PPC), sheer force/softness (FC), pH, protein,
fat, moisture and ashes. The characteristics which presented differences (P<
0.05) at the concentrations used were: at 21 days — color (L*), PPC, pH and
moisture; at 42 days — color (L* and H°), moisture and pH. Lighting at 21 days
ranged between 44.92 to 50.58. On the average, pH ranged between 5.95 to 6.1
and the controls 6.1 to 6.3; moisture ranged from 71.92% to 72.95% for the
treatments with the mushroom and 72.30 to 74.33% for the controls. Inclusion of
the mushroom Agaricus blazei in the chicken diet altered positively the quality
attributes of breast meats weight loss by cooking, luminosity and pH.

*Guidance Committee: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias - UFLA (Adviser), Prof.
Dr. Ant6nio G. Bertechini — UFLA and Prof. Dr. Maria Cristina Bressan - UFLA

101



3 INTRODUCAO

Com a industrializacdo avicola sob condi¢des intensivas de criacdo, a
utilizacdo de aditivos beneficiadores do crescimento, 0s denominados
promotores de crescimento, nas racfes animais é imprescindivel. Dentre eles, 0s
mais empregados sdo os antibidticos em dosagens subclinicas.

Por questdes comerciais e preocupagdo com a salude do homem, varios
estudos zootécnicos sdo realizados no Brasil, com o intuito de encontrar
alternativas ao uso dos antibidticos. Assim, o cogumelo Agaricus blazei, ja
utilizado como alimento funcional, podera, em frangos, contribuir para a
eliminacdo ou a diminuicdo dos antibidticos. Infelizmente, a grande maioria
desses estudos, de buscas alternativas, desconsidera a qualidade da carne
produzida, importando-se apenas com dados zootécnicos.

O estudo da qualidade da carne de frango refere-se as propriedades
quimicas, fisicas, nutricionais e microbiolégicas associadas & aceitacdo do
consumidor. Atualmente, procuram-se carnes com elevados valores nutricionais
e com qualidade pos-abate, representadas, entre outros fatores pela maciez, cor,
brilho da superficie do corte, pH, suculéncia e sabor. Esses aspectos sensoriais
oscilam conforme as variagBes dos constituintes basicos da carne, como
umidade, gordura, proteina e sais minerais.

Com base nesses aspectos, este estudo objetivou avaliar parametros da
qualidade da carne de peito de frango de corte, alimentado com racdo contendo

0 cogumelo Agaricus blazei, em substituicdo ao uso de antibiotico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local

O experimento foi conduzido nas instalacfes de avicultura do Setor de
Zootecnia da Escola Agrotécnica Federal de Inconfidentes, Minas Gerais e as
analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia de Carnes
do Departamento de Ciéncias dos Alimentos, da Universidade Federal de

Lavras, Minas Gerais.

4.2 Aves e obtencdo das amostras
O experimento total foi constituido de 595 aves, machos da linhagem de

frangos de corte Ross e 56 delas foram avaliadas nesta fase, sendo 28 abatidas
a0s 21 dias de idade e 28, aos 42 dias.

Um programa alimentar foi utilizado com duas rac@es, sendo uma para a
fase inicial do experimento (1 a 21 dias de idade) e uma para a fase final (de 22 a
42 dias de idade), de acordo com a Tabela 10 do capitulo 3.

As racBes foram formuladas para atender as necessidades nutricionais
dos frangos de corte propostas por Rostagno et al. (2000). Ao componente inerte
foram adicionados os residuos do cogumelo Agaricus blazei desidratado e
triturado, com o objetivo de substituir o antibiético na ragdo como promotor de
crescimento.

No pré-abate, as aves foram submetidas a jejum de seis horas, sendo
pesadas e processadas segundo os procedimentos normais de abate: sangria,
depenagem e evisceracdo. Os frangos foram divididos em cortes e o corte
comercial peito, de cada unidade experimental (4 aves), foi envolvido em papel

aluminio, embalado em sacolas plasticas identificadas, acondicionados em caixa
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isotérmica com gelo e transportado ao laboratério. No laboratdrio, os musculos

peitorais foram congelados a -20°C, até o momento das analises laboratoriais.

4.3 Tratamentos
Para avaliar a qualidade da carne de peito de frango de corte alimentado

com o cogumelo Agaricus blazei, foram utilizados os tratamentos:

T1 - racdo basal (RB) sem antibiético e sem cogumelo (controle negativo);
T2 — RB com 0,04% de cogumelo;

T3 - RB com 0,08% de cogumelo;

T4 - RB com 0,12% de cogumelo;

T5 - RB com 0,16% de cogumelo;

T6 — RB com 0,20% de cogumelo;

T7 — RB com antibidtico (0,025%) e sem cogumelo (controle positivo).

4.4 Andlise estatistica

Para as analises estatisticas de perda de peso por cozimento (PPC), forca
de cisalhamento (FC), cor, pH e composicdo centesimal, a conducdo do
experimento foi em delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo 7
tratamentos e 4 repeti¢des de uma ave por unidade experimental, totalizando 28
aves aos 21 dias de criacdo e 28 aves aos 42 dias de criacao.

Os dados foram submetidos & anélise estatistica, utilizando-se o software
Sistema de Anéalise de Variancia para Dados Balanceados (SISVAR),
desenvolvido por Ferreira (2000). Os contrastes foram avaliados pelo teste de
SNK, a 5% de probabilidade. Em seguida, foi realizada a analise de regresséo

para os niveis de cogumelos adicionados.
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O modelo estatistico adotado para as caracteristicas de qualidade foi:
Yi=p+Tite

em que:

Yj: valor observado em aves alimentadas com diferentes tratamentos i, na
repeticao j;

u: média geral do experimento;

Ti: efeito dos tratamentos i, sendoi=1, 2, 3,4,5,6e 7,

ej: erro aleatorio associado a todas as observagBes que, por hipGtese, tém
distribuicdo normal com média zero e variancia sigma ao quadrado (0, o),

sendo as repeticbes j=1, 2,3 e 4.

4.5 Andlises fisico-quimicas

As amostras de peito foram analisadas quanto a pH, cor, perda de peso
por cozimento, textura (forga de cisalhamento), umidade, proteina, extrato etéreo
e cinzas. Para as analises de cor, perda de peso por cozimento e textura, os cortes
foram descongelados em camara de refrigeracdo por 24 horas e os musculos

pectoralis major foram separados e identificados.

4.5.1 Determinacéo de pH

As determinacgdes de pH foram registradas no peito por penetracdo do
eletrodo de puncéo e dispositivo calibrador de temperatura no corte peito, com
potencidmetro digital (Digimed DM-20), de sensibilidade 0,01 unidade de pH.
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4.5.2 Medidas da cor (L*, a*, b*, C e H°)

A cor foi determinada de acordo com o sistema de cor CIE-Lab/CIE-CH
(1976). As leituras dos pardmetros L*, a* e b* foram realizadas com colorimetro
(Minolta Chroma Meter — M CR - 300b), calibrado para um padrdo branco em
ladrilho (Bressan, 1998).

A superficie do corte foi exposta a atmosfera em temperatura ambiente
por 20 minutos, seguindo-se trés leituras de pontos distintos de cada parte da
amostra. Os valores dos parametros de cor utilizados nas analises estatisticas
foram definidos pela média das leituras feitas nos musculos componentes de

cada unidade experimental (Bressan, 1998).

4.5.3 Perda de peso por cozimento (PPC)

A perda de peso por cozimento (PPC) foi determinada conforme
descricdo de AMSA (1978). As amostras do musculo pectoralis major utilizadas
nas leituras de cor foram pesadas em balanca semi-analitica, embaladas em
papel aluminio e cozidas em chapa a 150 * 5°C. Apds 35°C de coccdo, as
amostras foram viradas e mantidas em cozimento até a temperatura interna
atingir (72 + 2)°C. Em seguida ao cozimento, o papel aluminio foi retirado para
resfriamento das amostras em temperatura ambiente por 30 minutos e
novamente pesadas. A diferenca entre o peso inicial e final das amostras,

convertidas em porcentagem, correspondeu a PPC.

4.5.4 Forca de cisalhamento (FC)
As amostras cozidas para a determinagdo da PPC foram preparadas para

a avaliacdo da maciez. As amostras cozidas foram cortadas em pedacos no
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sentido longitudinal das fibras musculares, conforme metodologia de Froning &
Uijttenboogarte (1988).

Apds preparacdo, as amostras foram seccionadas em duas posi¢cdes no
sentido transversal das fibras musculares, utilizando texturémetro TA XT-5 com
probe Warner Bratzler acoplada, calibrado para velocidade de corte de 2mm.s™,
velocidade de retorno de 5mm.s™, sensibilidade de 0,250N e unidade kgf.cm?. O
valor médio dos dados obtidos das andlises de cada unidade experimental foi

utilizado na analise estatistica.

4.5.5 Composicao centesimal

Para as determinacBes de umidade, proteina, extrato etéreo e cinzas
foram utilizadas triplicatas.

O teor de umidade foi determinado pela desidratacdo, em estufa a 105°C
por 24 horas, de 10 gramas de amostra triturada em capsula de porcelana. A
umidade foi determinada pelas médias das diferencas de pesos antes e depois da
secagem; e convertidas em porcentagem, de acordo com a AOAC (1990).

As amostras secas na determinacdo de umidade foram empregadas para
extracdo dos lipideos com éter etilico em aparelho tipo soxhlet em refluxo por
oito horas. O teor de extrato etéreo foi calculado pela diferenca de peso do
reboiler pesado antes e depois do refluxo, ap6s evaporacdo do extrator; e
relacionado com o peso da amostra Umida empregada na determinacdo da
umidade, seguindo a metodologia da AOAC (1990).

Os valores de proteina foram determinados pela andlise do nitrogénio
total, de acordo com o método de Kjeldahl, pela digestdo de 0,1 grama de
amostra em &cido sulfdrico a 350°C, destilacdo em presenca de &cido borico e
hidroxido de sodio, e posterior titulagdo com acido cloridrico 0,1N. O fator de

multiplicacdo adotado foi 6,25 e a metodologia seguiu Silva (1981).
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A quantidade de residuo mineral fixo (cinzas) foi determinada pela
incineracdo de 1,5 grama de amostra, em mufla a 550°C, por 12 horas. Antes de
serem incineradas, as amostras foram pesadas em cadinhos de massa conhecida
e carbonizadas em chama protegida por tela de amianto, até ndo se verificar mais
o desprendimento de fumaga. A quantidade de cinzas na amostra foi calculada
pela média das diferencas de pesos antes e depois da utilizacdo da mufla,
relacionadas com o peso da amostra. A metodologia utilizada seguiu as normas
do Instituto Adolfo Lutz (1985).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Declinio do pH post-mortem, perda de peso por coccao (PPC) e forca de
cisalhamento (FC)

As médias dos valores obtidos para pH, perda de peso por cozimento
(PPC) e forca de cisalhamento (FC), aos 21 e 42 dias de idade das aves, no
musculo pectoralis major estdo nas Tabelas 16 e 17, respectivamente.

Efeitos significativos (P < 0,01) dos tratamentos sobre o pH ocorreram
aos 21 dias de idade. Em média, o pH dos tratamentos com cogumelo variou
entre 5,95 a 6,06 e os controles 6,08 a 6,29. O cogumelo utilizado nas ragdes
proporcionou valores de pH menores que o controle com antibidtico aos 21 dias.

Na transformacdo do musculo em carne, adota-se o pH 5,9 como
indicativo da instalacdo do rigor mortis, uma fase bioquimica que, na carne,
determina a instabilidade das membranas celulares e a consequente acdo das
enzimas catepsinas, responsaveis parcialmente pela maciez da carne (Forrest et
al., 1979). Almeida et al. (2002) trabalharam com um plantel de 2.000 pintos da
linhagem Ross e verificaram um pH medio de 5,96 para aves abatidas aos 42
dias de idade. O valor médio de pH igual a 5,96 dos tratamentos com cogumelo,
no presente trabalho, é semelhante ao valor encontrado por Denadai et al.
(2002), de 5,92, quando o autor criou 600 frangos machos da linhagem Ross, até
o0s 42 dias de idade. Diante da leitura feita, os dados obtidos neste experimento
concordam com os encontrados na literatura para frangos de corte da linhagem
Ross e a porcentagem 0,20% de cogumelo foi a mais efetiva nos tratamentos na
reducédo do pH.

Efeito altamente significativo (P < 0,01) dos tratamentos sobre a perda
de &gua por cozimento (PPC) foi verificado aos 21 dias de idade das aves

(Tabela 16). Os tratamentos com quantidades mais elevadas de cogumelo (T5 e
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T6) foram semelhantes ao controle positivo com antibidtico e menos elevados

que o tratamento basal (T1).

TABELA 16 Médias com seus respectivos desvios-padrdo para pH, perda de
peso por cozimento (PPC) e forca de cisalhamento (FC) da carne
de peito das aves aos 21 dias de idade, em funcéo dos tratamentos
experimentais.

Tratamentos pH PPC (%) FC* (kgf.cm™)
Controle negativo® 6,09®° +0,10 34,77°+ 2,87 2,65 0,75
Controle positivo2 6,14* +0,03 23,47°+ 1,68 2,53+0,36
Cogumelo 0,04% 5,94de + 0,02 34,49+ 0,98 2,68 +0,63
Cogumelo 0,08% 5,88° +0,02 34,78%+ 0,64 2,72 +0,62
Cogumelo 0,12% 6,05bc +0,01 29,93%+ 5 44 2,41+0,25
Cogumelo 0,16% 6,00 + 0,05 27,67+ 3,26 2,28 + 0,47
Cogumelo 0,20% 5,91° +0,01 25,48b°i 2,81 2,63+0,10
CV (%) 2,45 9,77 19,67

*Efeito ndo significativo pelo teste de SNK e analise de regressdo para 0s niveis ndo
significativa (P > 0,05).

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste
de SNK a 5% de probabilidade.

! Controle negativo: ragio basal sem antibiético e cogumelo.

2 Controle positivo: ragdo basal com antibiético

Esta diferenca estatistica ndo se verificou aos 42 dias de idade, com
valor médio para PPC de 15,75%. Os valores de PPC podem reduzir com o
aumento da idade, devido ao aumento de pH (Souza, 2001) e pelo aumento da
gordura (Bonagurio, 2001) que protege a carcaca dos efeitos negativos da baixa
temperatura de resfriamento-congelamento e, conseqiientemente, protege contra

a perda excessiva de dgua pela formacéo de cristais de gelo dentro das células.
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TABELA 17 Médias com seus respectivos desvios-padrdo para pH, perda de
peso por cozimento (PPC) e forca de cisalhamento (FC) da carne
de peito das aves aos 42 dias de idade, em fun¢do dos tratamentos
experimentais.

Tratamentos pH* PPC* (%) FC* (kgf.cm™)
Controle negativo® 6,08 + 0,17 16,14 + 1,42 2,49 + 0,65
Controle positivo® 6,29 +0,11 17,51+ 7,38 2,57+ 0,75
Cogumelo 0,04% 6,03+ 0,12 15,72 + 2,69 2,93+0,85
Cogumelo 0,08% 6,10 £ 0,20 16,48 £ 2,03 2,73+0,89
Cogumelo 0,12% 6,11 + 0,15 15,46 + 3,25 2,55+ 0,17
Cogumelo 0,16% 6,02+ 0,18 14,74 + 6,92 2,25+ 0,55
Cogumelo 0,20% 6,02 +£ 0,04 16,36+ 5,58 3,02+0,58
CV (%) 2,45 29,54 25,33

* Efeito ndo significativo pelo teste de SNK e andlise de regressdo para os niveis nao
significativa (P > 0,05).

! Controle negativo: ragdo basal sem antibiético e cogumelo.

ZControle positivo: ragio basal com antibiético

Na literatura verificam-se valores mais elevados para PPC, em carne de
peito de frango de corte, encontrados por diversos autores (Bressan, 1998;
Almeida et al., 2002), variando entre 21,66% a 29,03%, e verifica-se valor
semelhante para frangos da linhagem Ross, como Denadai et al. (2002), os quais
encontraram 18,22%.

Neste experimento ndo foi observado nenhum efeito significativo (P >
0,05) dos tratamentos com cogumelo sobre a forca de cisalhamento (FC) -
textura da carne, analisando-se as amostras aos 21 e 42 dias de idade das aves,
de acordo com as Tabelas 16 e 17, respectivamente. Os dados obtidos nos dois
periodos analisados foram inferiores a 3,02 kgf.cm™. Bickerrstaffe et al. (1997)
estabeleceram que a carne é considerada macia quando apresenta valores de FC
até 8,00 kgf.cm™ Com base nesse critério, a carne de peito de frango analisada

foi considerada macia.
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3.2 Cor (L*, a*, b*, C e H°)

Os dados obtidos para os componentes da cor para a carne de peito
encontram-se nas Tabelas 18, 19 e 20.

Para o indice de luminosidade (L*) foi observado efeito dos tratamentos
(P < 0,01) aos 21 dias de idade das aves e diferenca significativa (P < 0,05) para
0 parametro L* e o0 &ngulo (H°) no espaco de cor CIELab, aos 42 dias de criagdo.

TABELA 18 Médias com seus respectivos desvios-padrdo para luminosidade
(L*), croma (C) e angulo H° em carne de peito das aves aos 21
dias de idade, em fung&o dos tratamentos experimentais.

Tratamentos L* c* He #
Controle negativol 4750° +3,11 8,81 +1,87 69,76+ 5,54
Controle positivo2 51,75® + 350 8,76 + 2,10 65,56 + 5,48
Cogumelo 0,04% 50,50 + 1,29 8,32+1,15 69,08 + 3,62
Cogumelo 0,08% 53,50* + 0,58 9,48 +1,39 72,49 £ 8,25
Cogumelo 0,12% 48,00° +1,41 9,06 + 0,92 62,02 + 1,66
Cogumelo 0,16% 50,00 + 0,82 8,65+ 1,68 64,66 + 6,24
Cogumelo 0,20% 51,50%° + 1,29 7,83 + 1,49 63,29 + 2,37
CV (%) 3,99 17,94 7,80

# Efeito ndo significativo pelo teste de SNK e analise de regressdo para 0s niveis ndo
significativa (P > 0,05).

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste
de SNK a 5% de probabilidade.! Controle negativo: ragio basal sem antibidtico e
cogumelo. 2 Controle positivo: racio basal com antibiético.

Aos 21 dias de criacdo das aves, a luminosidade entre os tratamentos
com cogumelo e antibiético foi semelhante e mais elevada que o tratamento

basal sem cogumelo e sem antibidtico, proporcionando um corte mais claro.
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TABELA 19 Maédias com seus respectivos desvios-padrao para luminosidade
(L*), croma (C) e angulo H° em carne de peito das aves aos 42

dias de idade, em funcdo dos tratamentos experimentais.

Tratamentos L* c* He *

Controle negativo* 50,59° + 4,18 7,98 + 0,47 62,08 + 5,94
Controle positivo2 44,92° +1,69 6,52 +0,59 62,59 + 6,67
Cogumelo 0,04% 44,61b +1,13 6,57 £ 0,33 49,76 + 3,17
Cogumelo 0,08% 48,53ab +1,63 8,14 + 0,99 67,66 + 8,44
Cogumelo 0,12% 47,17ab +1,98 6,67 + 1,57 66,23 + 8,32
Cogumelo 0,16% 48,22&1b +1,91 7,35+1,15 56,15 + 12,27
Cogumelo 0,20% 49,77* +1,40 6,52 + 0,80 67,28 £ 5,04

CV (%) 461 13,12 12,35

* Efeito ndo significativo pelo teste de SNK e analise de regressdo para os niveis ndo
significativa (P > 0,05).

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste
de SNK a 5% de probabilidade

! Controle negativo: ragio basal sem antibiético e cogumelo.

2 Controle positivo: ragdo basal com antibiético

O tratamento basal apresentou, aos 42 dias de idade das aves, um valor
médio mais elevado, diferente estatisticamente dos outros tratamentos, para o
parametro luminosidade. Ao comparar 0s valores encontrados aos 21 e 42 dias,
observa-se que o tratamento basal foi o Unico em que a luminosidade (L*) ndo
decresceu com a idade das aves. Ele manteve uma umidade elevada e, com isso,
uma maior luminosidade.

Na literatura verifica-se que o aumento de peso das aves, de 21 para 42
dias de idade, diminui a luminosidade devido aos acréscimos nos valores de pH
(Bonagurio, 2001; Prado, 1999; Souza, 2004). Neste experimento, somente o
tratamento basal ndo apresentou tal padrdo; o pH permaneceu constante e a
luminosidade aumentou. Segundo Junqueira (2003), a luminosidade em carnes

pode ser afetada por diferentes fatores, tais como: composicdo quimica (Souza,
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2001), percentual de umidade (Bonagurio, 2001), sexo (Oda, 2002), espécie
(Rodrigues, 2002), manejo e idade ao abate (Bressan & Beraquet, 2002) e pH
final.

Qiao et al. (2001) também encontraram correlacdo negativa entre a
luminosidade da carne de peito e o pH final. No presente trabalho, a correlacéo
negativa ficou bem evidente aos 21 dias de idade: houve uma correlagéo
negativa (-0,96) entre o pH e a luminosidade, como mostrado na Figura 13,

exceto para o Tratamento 5, de melhor desempenho zootécnico.
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FIGURA 13 Correlacéo entre a luminosidade (L*) e o pH em carne de peito
das aves aos 21 dias de idade, em funcdo dos tratamentos
experimentais.

Aos 21 e aos 42 dias de idade das aves, a analise de variancia ndo
demonstrou efeito significativo dos tratamentos sobre os parametros a*, b*, C e
H°, conforme as Tabelas 18, 19 e 20. Para o indice a* (teor de vermelho), aos 21

dias, foi 3,84, e 3,72, aos 42 dias; para o indice b* (teor de amarelo), aos 21 dias,
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foi 8,23 e 6,57, aos 42 dias; para o indice C, foi 8,67 aos 21 dias e 7,05, aos 42

dias e para o indice H°, foi 66,31, aos 21 dias e 61,42, aos 42 dias de criacao.

TABELA 20 Médias com seus respectivos desvios-padrdo para teor de vermelho
(a*) e teor de amarelo (b*) em carne de peito das aves aos 21 e 42
dias de idade, em funcéo dos tratamentos experimentais.

Tratamentos a* - 21dias b* — 21 dias a* — 42 dias b* — 42 dias
Controle negativol 3,41 +0,89 8,18+0,30 4,16 +0,89 7,39 +0,35
Controle positivo® 4,03 +0,79 9,43+0,55 3,68 +0,82 6,16 +0,66
Cogumelo 0,04% 391+085 8,26 +1,01 4,72 £+0,83 5,32 £0,21
Cogumelo 0,08% 337 £+1,11 9,22 +0,67 350 +085 7,76 +1,42
Cogumelo 0,12% 468 +0,32 846 +141 3,36 +1,78 6,47 +1,28
Cogumelo 0,16% 330+142 815+053 434 +£+1,28 6,62 £1,03
Cogumelo 0,20% 3,94 +0,73 7,05 +034 270+053 6,70 +0,96
CV (%) 40,38 18,38 28,19 14,26

" Efeito ndo significativo pelo teste de SNK, em relagdo ao controle positivo e analise de
regressao para os niveis ndo significativa (P > 0,05).

! Controle negativo: ragio basal sem antibiético e cogumelo.

ZControle positivo: ragio basal com antibiético

Na literatura encontram-se valores menos elevados para a*, como 2,84
(Smith et al., 2002) e valores mais elevados como a faixa de 3,91 a 5,25 (Souza,
2004); para b*, os valores variam de 2,79 a 6,01 (Smith et al., 2002) e 8,78 a
9,87 (Qiao et al. 2001).

5.3 Composicéao centesimal

Os valores médios obtidos para proteina, umidade, extrato etéreo e
cinzas encontram-se nas Tabelas 21 e 22 . A analise de variancia, aos 21 e 42
dias de idade, ndo demonstrou efeito significativo (P > 0,05) dos tratamentos
com cogumelo sobre os dados encontrados para 0s pardmetros da composicao
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centesimal da carne de peito, com excecdo da umidade aos 42 dias, que
apresentou diferenca significativa (P < 0,05).

Neste experimento, os valores médios encontrados para proteina ficaram
na faixa de 21,76% a 21,89% para 0s tratamentos e 21,76% a 21,78% para 0S
controles; para umidade, foram encontrados 71,92% a 72,95% para 0s
tratamentos e 72,53% a 73,70% para 0s controles; para extrato etéreo, foram
encontrados 1,01% a 1,02% para os tratamentos e 1,00% a 1,03% para 0s
controles e, para cinzas, foram encontrados 1,02% a 1,27% para 0s tratamentos e

1,00% a 1,04% para os controles.

TABELA 21 Meédias com seus respectivos desvios-padrdo para proteina,
umidade, extrato etéreo (E. E.) e cinzas em carne de peito das
aves aos 21 dias de idade, em funcdo dos tratamentos
experimentais.

Tratamentos Proteina*(%) Umidade’(%) E.E.* (%) Cinzas* (%)
Controle negativo® 21,72+0,49 72,27 +0,77 1,00+0,09 1,02+0,14
Controle positivo’> 21,83 +0,41 72,80+0,24 1,06+0,13 0,97 +0,07
Cogumelo 0,04% 21,63 +0,08 72,25+0,67 1,04+0,12 0,96+0,04
Cogumelo 0,08% 21,70 £+0,19 71,87+0,56 0,93+0,04 1,04+0,05
Cogumelo 0,12% 21,94 +0,31 71,62+0,44 103+0,14 1,03 +0,15
Cogumelo 0,16% 21,92 +0,43 71,76+0,32 1,03+0,04 1,08 +0,17
Cogumelo 0,20% 2161 +0,19 72,09+0,53 1,02+ 0,09 0,97 +0,06
CV (%) 1,52 0,68 9,83 10,85

* Efeito ndo significativo pelo teste de SNK, e analise de regressdo para 0s niveis ndo

significativa (P > 0,05).

! Controle negativo: ragio basal sem antibiético e cogumelo.
ZControle positivo: ragdo basal com antibiético

Os tratamentos realizados ndo foram capazes de distinguir vantagens da

utilizacdo do cogumelo na racdo, com relagcdo a composicao centesimal. Mesmo

o tratamento basal sem aditivos apresentou a mesma faixa de variagéo.
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Na literatura, verificam-se valores semelhantes aos encontrados no
presente trabalho. Souza (2004) encontrou 22,49% para proteina, 0,90% para
extrato etéreo, 0,96% para cinzas e 75,57% para umidade; Abeni & Bergoglio,
(2001) encontraram 21,70% para proteina e Castellini et al. (2002) encontraram

1,20% para teores de cinzas, 73,05% para umidade e 2,47% para extrato etéreo.

TABELA 22 Médias com seus respectivos desvios-padrdo para proteina,
umidade, extrato etéreo (E. E.) e cinzas da carne de peito das
aves aos 42 dias de idade, em funcdo dos tratamentos
experimentais.

Tratamentos Proteina*(%) Umidade (%) E. E.* (%) Cinzas* (%)
Controle negativol 21,66 +0,76 73,07"1 0,30 0,98 +0,04 1,09 + 0,15
Controle positivo2 21,85 +0,74 74,33*+0,55 1,02+0,05 0,98+0,14
Cogumelo 0,04% 22,23 +0,71 72,82°+1,01 1,00+0,05 1,16 +0,26
Cogumelo 0,08% 21,24 +0,79 73,16°+ 0,67 1,04+0,11 1,05+0,28
Cogumelo 0,12% 21,82 +0,52 73,85°+1,41 1,07+0,12 1,01 +0,06
Cogumelo 0,16% 21,92 +0,32 73,01°+0,53 0,99+0,10 1,98 +0,14
Cogumelo 0,20% 22,23 +0,42 71,93°+0,34 101+ 0,08 1,13 +0,16
CV (%) 2,90 1,07 8,29 17,23

* Efeito ndo significativo pelo teste de SNK e andlise de regressdo para os niveis nao
significativa (P > 0,05).
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste

de SNK a 5% de probabilidade.
! Controle negativo: ragdo basal sem antibiético e cogumelo.
2 Controle positivo: racéo basal com antibiético

5.4 Correlagbes

A perda de peso por cozimento (PPC) é uma das metodologias para

medir a capacidade de retencdo de a4gua (CRA) pela carne. E uma medida de
grande importancia, pois pode influenciar algumas caracteristicas de qualidade,

como cor, forga de cisalhamento e suculéncia. A perda de peso por cozimento
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(PPC) correlacionou-se positivamente com a forca de cisalhamento (FC), com o
indice 0,68, como demonstrado na Figura 14 e o tratamento com melhor indice
zootécnico (T5) apresentou valores médios menos elevados que os demais, para
os dois parametros correlacionados. Os valores elevados para PPC implicam

numa carne mais resistente ao corte.

PPC (%)

FC (Kgf/lcm2)
N

Tl T2 T3 T4 T5 T6

---0---FC —A—PPC

FIGURA 14 Correlagdo entre o FC e PPC em carne de peito das aves aos 42
dias de idade, em fungéo dos tratamentos experimentais.

Aos 42 dias, existiu uma correlacdo positiva entre 0 pH e a umidade
(Figura 15). Esse resultado é contrastante com o de Pardi (1993), no qual os
maiores valores de pH estdo associados com os menores valores de PPC. A
menor perda de umidade pelo misculo implicou numa menor forca para o corte

destes e, conseqlientemente, maior maciez da carne.
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FIGURA 15 Correlacdo entre o pH e umidade em carne de peito das aves aos
42 dias de idade, em fung&o dos tratamentos experimentais.

O pH correlacionou-se negativamente com a proteina (-0,76) e
apresentou correlacdo positiva com extrato etéreo, E.E.(0,63). Principalmente
onde houve um maior consumo de cogumelo, existiu decréscimo de pH,
decréscimo de lipideo e aumento de proteina. Essas correlagdes podem ser

observadas nas Figuras 16 e 17.
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FIGURA 16 Correlacdo entre o pH e proteina, em carne de peito das aves, aos
42 dias de idade, em fungéo dos tratamentos experimentais.
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aos 42 dias de idade, em funcdo dos tratamentos experimentais
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6 CONCLUSOES

A adicdo do cogumelo Agaricus blazei a racdo de frangos de corte
alterou positivamente os atributos de qualidade da carne de peito de frango,

como a perda de peso por cozimento (PPC), a luminosidade (L*) e o pH.

As aves que receberam 0,16% de cogumelo na ragdo apresentaram
menor perda de peso por cozimento (PPC) e menor forca de cisalhamento, aos
42 dias de idade.

Com o aumento do peso das aves, de 21 para 42 dias, houve diminuicdo

da luminosidade, provocada pelos acréscimos dos valores de pH.

Nos tratamentos com maior consumo de cogumelo houve decréscimo de

pH e de lipideo e aumento de proteina.
A composicao centesimal, a maciez e os teores de vermelho e amarelo

dos cortes de peito da carne de frango analisada ndo receberam influéncia dos

tratamentos.
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ANEXO A

TABELA A1 Resumo da andlise de variancia dos meios de cultura NPK?7,
NPK9, MBA, MVS, MBC e BDA, em funcdo do
desenvolvimento micelial em mg/dia e mm/dia.

Massa micelial - CV (%) = 15,13

FV GL QM F. P.>F
Meios 5 88,821443 36,747 0,0000
Erro 24 2,417122

Diametro micelial - CV (%) = 7,82
FV GL QM F. P.>F
Meios 5 40,165931 165,115 0,0000
Erro 24 0,243260

TABELA A2 Resumo da andlise de variancia do meio de cultura NPK, em
funcdo do desenvolvimento micelial (mg/dia) em varios pH, a

28°C.
Massa micelial - CV (%) = 16,29
FV GL QM F. P> F
Meios 6 10,91939 2,507 0,0455
Erro 28 121,960120
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TABELA A3 Resumo da andlise de variancia do isolado Agaricus blazei em
cultura submersa de 7, 14 e 21 dias.

Massa micelial — 7 dias - CV (%) = 21,60

FV GL QM F. P> F
Tratamento 3 1429,1485 11,074 0,0003
Erro 16 129,054625

Massa micelial — 14 dias - CV (%) = 27,93
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 3 3519,6545 10,314 0,0003
Erro 16 341,25575

Massa micelial — 21 dias - CV (%) = 14,40
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 3 4630,562087 49,783 0,0000
Erro 16 93,014995

TABELA A4 Resumo da anélise de variancia das concentracfes de glicose
obtidas por HPLC, de isolado Agaricus blazei em cultivo
submerso, pH 6,5 e 28°C.

Glicose 0dia—CV (%) =10,12

FV GL QM F. P> F
Tratamento 3 207,475225 575,798 0,0000
Erro 16 0,360327

Glicose 7 dias — CV (%) = 4,22
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 3 119,249448 3116,512 0,0000
Erro 16 0,038264

Glicose 14 dias - CV (%) = 32,61

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 3 73,154667 53,767 0,0000
Erro 16 1,360596

Glicose 21 dias CV (%) = 28,72
FV GL QM F. P> F
Tratamento 3 48,284742 69,393 0,0000
Erro 16 0,695818
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TABELA A5 Resumo da analise de variancia das concentracGes de glicose
obtidas por HPLC, de isolado Agaricus blazei em cultivo
submerso, pH 6,5 e 28°C.

Glicose 0dia—CV (%) =10,12

FVv GL QM F. P> F
Tratamento 3 207,475225 575,798 0,0000
Erro 16 0,360327

Glicose 7 dias — CV (%) = 4,22
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 3 119,249448 3116,512 0,0000
Erro 16 0,038264

Glicose 14 dias—CV (%) = 32,61

FVv GL QM F. P> F
Tratamento 3 73,154667 53,767 0,0000
Erro 16 1,360596

Glicose 21 dias CV (%) = 28,72
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 3 48,284742 69,393 0,0000
Erro 16 0,695818
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TABELA A6 Resumo da andlise de variancia das concentracGes de frutose por
HPLC, de isolado Agaricus blazei em cultivo submerso, pH 6,5 e

28°C.
Frutose 0dia—CV (%) =7,44
FV GL QM F. P> F
Tratamento 3 100,565079 2672,252 0,0000
Erro 16 0,037633
Frutose 7 dias — CV (%) = 10,91
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 3 93,257562 1244,090 0,0000
Erro 16 0,074960
Frutose 14 dias—CV (%) = 3,15
FV GL QM F. P> F
Tratamento 3 80,778632 15677,906 0,0000
Erro 16 0,005152
Frutose 21 dias CV (%) = 8,77
FVv GL QM F. P.>F
Tratamento 3 48,944503 2002,075 0,0000
Erro 16 0,024447
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TABELA A7 Resumo da analise de variancia das concentracbes de sacarose
por HPLC, de isolado Agaricus blazei em cultivo submerso, pH
6,5 e 28°C.

Sacarose 0 dia— CV (%) = 8,73

FV GL QM F. P> F
Tratamento 3 112,336374 303,122 0,0000
Erro 16 0,370598
Sacarose 7 dias— CV (%) = 9,17

FVv GL QM F. P> F
Tratamento 3 104,456437 306,642 0,0000
Erro 16 0,340646

Sacarose 14 dias — CV (%) = 10,96
FV GL QM F. P> F
Tratamento 3 78,193381 212,160 0,0000
Erro 16 0,368558

Sacarose 21 dias — CV (%) = 12,57
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 3 59,914062 171,735 0,0000
Erro 16 0,348875
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ANEXO B

TABELA B1 Resumo da andlise de variancia do ganho de peso (GP),
consumo de racdo (CR) e conversdo alimentar (CA), no periodo
de 1 a 21 dias de idade das aves, em funcdo dos tratamentos
experimentais.

Ganho de peso - CV (%) = 3,84

FV GL QM F. P> F
Tratamento 6 377,615078 0,637 0,6994
Erro 28 592,507997
Consumo de ragdo - CV (%) = 1,94
FV GL QM F. P,>F
Tratamento 6 1716,432411 4,919 0,0015
Erro 28 348,923607
Conversdo alimentar - CV (%) = 3,97

FV GL QM F. P,>F
Tratamento 6 0,007892 2,163 0,0772
Erro 28 0,003649

TABELA B2 Resumo da analise de variancia do ganho de peso (GP), consumo
de racdo (CR) e conversdo alimentar (CA) no periodo de 22 a 42
dias de idade das aves, em fungdo dos tratamentos experimentais.

Ganho de peso - CV (%) = 6,83

FV GL QM F. P,>F
Tratamento 6 44083,743280 2,615 0,0586
Erro 28 16855,662306
Consumo de ragdo - CV (%) = 5,41
FV GL QM F. P> F
Tratamento 6 40128,132453 0,964 0,4674
Erro 28 41643,224103
Converséo alimentar - CV (%) = 8,93

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,052839 1,663 0,1672
Erro 28 0,031773
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TABELA B3 Resumo da analise de variancia do ganho de peso (GP),
consumo de racdo (CR) e conversao alimentar (CA) no periodo
de 1 a 42 dias de idade das aves, em funcdo dos tratamentos
experimentais.

Ganho de peso - CV (%) = 4,56

FV GL QM F. P> F
Tratamento 6 43416,350860 3,084 0,0191
Erro 28 14075,814779
Consumo de ragdo - CV (%) = 3,21
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 25690,901858 1,163 0,3538
Erro 28 22094,767794
Conversdo alimentar - CV (%) = 4,56

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,023923 2,344 0,0584
Erro 28 0,010206

TABELA B4 Resumo da analise de variancia do rendimento de carcaca,
rendimento de peito e acimulo de gordura abdominal aos 42 dias
de idade das aves, em funcao dos tratamentos experimentais.

Carcaca - CV (%) = 6,00

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 4,400286 0,237 0,9606
Erro 28 18,563857
Peito - CV (%) = 4,27
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 2,638286 1,539 0,2023
Erro 28 1,714714
Gordura - CV (%) = 30,04
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,166398 1,269 0,3031
Erro 28 0,131124
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TABELA B5 Resumo da analise de variancia da bursa de Fabricius e baco aos
42 dias de idade das aves, em funcdo dos tratamentos
experimentais.

Bursa - CV (%) = 6,32

FV GL QM F. P,>F
Tratamento 6 0,014048 58,444 0,0000
Erro 28 0,000240

Baco - CV (%) = 6,71
FV GL QM F. P> F
Tratamento 6 0,003875 49,456 0,0000
Erro 28 0,000078
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ANEXOC

TABELA C1 Resumo da andlise de variancia de proteina, umidade, extrato
etéreo (E.E.) e cinzas, aos 21 dias de idade das aves, em funcao
dos tratamentos experimentais.

Proteina - CV (%) = 1,52

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,070845 0,647 0,6916
Erro 21 0,109414

Umidade - CV (%) = 0,68
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 6 0,624445 2,599 0,0482
Erro 21 0,240249

E.E.-CV (%) =9,83

FVv GL QM F. P> F
Tratamento 6 0,007489 0,753 0,6138
Erro 21 0,009940

Cinzas - CV (%) = 10,85
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 6 0,008115 0,675 0,6714
Erro 21 0,012027
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TABELA C2 Resumo da analise de variancia do pH, perda de peso por
cozimento (PPC) e forca de cisalhamento (FC) aos 21 dias de
idade das aves, em funcédo dos tratamentos experimentais.

pH - CV (%) = 2,45

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,035408 1,588 0,1999
Erro 21 0,022299

PPC - CV (%) = 9,77
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 6 89,553074 10,355 0,0000
Erro 21 8,648019

FC-CV (%) = 19,67
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,101137 0,400 0,8708
Erro 21 0,253045

TABELA C3 Resumo da analise de variancia da luminosidade (L*), croma
(C) e angulo (H°) aos 21 dias de idade das aves, em funcdo dos
tratamentos experimentais.

L* - CV (%) = 3,97

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 17,308637 4,218 0,0061
Erro 21 4,103270

C-CV (%) =17,94
FV GL QM F. P> F
Tratamento 6 1,095290 0,449 0,8372
Erro 21 2,436962

H° - CV (%) =7,80
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 6 58,340437 2,158 0,0889
Erro 21 27,029136
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TABELA C4 Resumo da andlise de variancia do teor de vermelho (a*) e teor
de amarelo (b*), aos 21 dias de idade das aves, em funcdo dos
tratamentos experimentais.

a* - CV (%) = 40,38

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,733229 0,289 0,9356
Erro 21 2,538158

b* - CV (%) = 18,38
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 6 1,572956 0,650 0,6895
Erro 21 2,418518

TABELA C5 Resumo da analise de varidncia dos meios de cultura de elevado
desenvolvimento micelial (mg/dia) proteina, umidade, extrato
etéreo (E.E.) e cinzas aos 42 dias de idade das aves, em fungdo
dos tratamentos experimentais.

Proteina - CV (%) = 2,90

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,463195 1,155 0,3667
Erro 21 0,401101

Umidade - CV (%) = 1,07
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 2,334790 3,841 0,0096
Erro 21 0,607833

E.E.-CV (%) = 8,29

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,003529 0,498 0,8030
Erro 21 0,007092

Cinzas—CV (%) = 17,23
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,020024 0,605 0,7233
Erro 21 0,033092
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TABELA C6 Resumo da andlise de variancia do pH, perda de peso por
cozimento (PPC) e forca de cisalhamento (FC) aos 42 dias de
idade das aves, em funcéo dos tratamentos experimentais.

pH - CV (%) = 2,45

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,035408 1,588 0,1999
Erro 21 0,022299

PPC - CV (%) = 29,54
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 6 3,056399 0,136 0,9900
Erro 21 22,495394

FC-CV (%) = 25,33
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 0,281764 0,626 0,7079
Erro 21 0,450333

TABELA C7 Resumo da analise de variancia da luminosidade (L*), croma (C)
e angulo (H°) aos 42 dias de idade das aves, em funcdo dos
tratamentos experimentais.

L* - CV (%) = 4,73

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 20,404762 4,110 0,0070
Erro 21 4,964286

C-CV (%) =13,12
FVv GL QM F. P> F
Tratamento 6 2,039387 2,348 0,0682
Erro 21 0,868704

H° - CV (%) = 12,35
FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 174,361448 3,004 0,0280
Erro 21 58,046482
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TABELA C8 Resumo da analise de variancia do teor de vermelho (a*) e teor de
amarelo (b*) aos 42 dias de idade das aves, em funcdo dos
tratamentos experimentais.

a* - CV (%) = 28,19

FV GL QM F. P.>F
Tratamento 6 1,840415 1,622 0,1905
Erro 21 1,134698
b* - CV (%) = 14,26
FV GL QM F. P> F
Tratamento 6 2,544332 2,847 0,0345
Erro 21 0,893674
*
* *
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