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Crescimento micelial de Pleurotus ostreatus em substratos suplementados com
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Mycelial growth of Pleurotus ostreatus in substrates supplemented
with malt bagasse
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RESUMO: Para o cultivo in vitro do cogumelo comestivel Pleurotus ostreatus é possivel utilizar diferentes suplementacoes a base de residuos
agroindustriais, como cascas, farelos, bagacos, entre outros. Todavia, a literatura carece de estudos sobre a utilizagio de bagaco de malte como
suplementacio no meio de cultura para o cultivo desse cogumelo. Esse residuo é gerado em grande volume pela industria cervejeira, e sua
utilizagio pode ser uma maneira efetiva de suplementacio de substrato para o cultivo de fungos comestiveis. Portanto, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o crescimento micelial do P. ostreatus em meios de cultura suplementados com bagaco de malte em diferentes
proporgoes (0, 5, 10 e 20%, em base seca), tendo como critérios de avaliacio o crescimento radial e a caracterizacio quimica do substrato.
Quanto aos resultados, nio houve interacio significativa entre linhagens e substratos. Comparando duas linhagens distintas, SB obteve cresci-
mento micelial maior que a linhagem LC (65,35 mm e 63,46 mm, respectivamente). Quanto aos substratos, o maior crescimento foi obtido no
substrato S2, com uma média de 67,75 mm. Os demais substratos nio diferiram estatisticamente entre si (S1 = 62,95 mm, $3 = 64,06 mm
e $4 = 62,85 mm). Conclui-se que o P. ostreatus foi capaz de se desenvolver em todos os substratos suplementados com o bagaco de malte,
mas ¢ fundamental considerar as necessidades de cada linhagem adequando as proporgoes a serem utilizadas nos substratos para o cultivo.
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ABSTRACT: Different supplementations based on agroindustrial residues, such as bark, bran, bagasse and others for the in vitro cultivation
of the edible mushroom Pleurotus ostreatus. However, specialized literature lacks studies on the use of malt bagasse as supplementation in
the culture medium for the cultivation of the mushroom. Large amounts of residues are generated by the brewing industry, and their use may
be an effective way of supplementing substrate for the cultivation of edible fungi. Current study evaluated the mycelial growth of P. ostreatus
in culture media supplemented with malt bagasse at different rates (0, 5, 10, and 20% on a dry basis). Evaluation criteria were radial growth
and chemical characterization of the substrate. No significant interaction occurred between strains and substrates. When the two strains are
compared, SB obtained higher mycelial growth than LC (65.35 mm and 63.46 mm, respectively). In the case of substrates, the highest growth
was obtained in substrate S2, at an average of 67.75 mm. Other substrates did not differ statistically from each other (S1= 62.95 mm, $3=
64.06 mm and $4 = 62.85 mm). Results show that P. ostreatus developed on all substrates when supplemented with malt bagasse. On the
other hand, the needs of each lineage should be taken into account with regard to rates used in the substrates for cultivation.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem se intensificado o interesse pelo consumo de cogumelos devido ao seu alto valor
nutracéutico e gastrondémico (DOS REIS; ROCHA, 2017). Os cogumelos estio sendo considerados iguarias e podem
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ser contemplados pelas suas caracteristicas culinrias, como o paladar e o aroma, mas podem também ser estimados
pelo seu valor nutricional (CONDE; DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA, 2017). Entretanto, a qualidade nutricional e
medicinal dos basidiomicetos varia, entre outros fatores, em funcio do tipo de substrato utilizado no cultivo (SAAD;
LIMA; ANDRADE, 2018; RICARDO et al., 2017). Existem diferencas metabolicas quanto a eficiéncia da biodegradacio
do substrato entre espécies e até mesmo entre linhagens de uma mesma espécie de basidiomiceto (ANDRADE et al.,
2010). Essa caracteristica pode influenciar na capacidade de utilizacdo dos nutrientes disponiveis no meio (CHEN,
2005).

Espécies de fungos lignoliticos, como o Pleurotus ostreatus, possuem a capacidade de degradar diferentes
tipos de residuos agricolas, agroindustrias e agroflorestais (MENEZES; BARRETO, 2015). Com o exacerbado descarte
de residuos no meio ambiente, e visando diminuir os custos de produdo, processos biotecnoldgicos procuram utilizar
esses residuos como substratos no cultivo de cogumelos comestiveis (SAAD et al., 2017). Sendo assim, a utilizacio
de residuos agricolas e agroindustriais na producio de cogumelos visa diminuir os impactos ambientais que sao
ocasionados pelos mesmos e gerar produtos de valor agregado a partir de subprodutos de baixo ou nenhum custo
(DE ALMEIDA et al., 2018). No entanto, ¢ desejivel a selecio de residuos de alta disponibilidade local e regional, aptos
para a utilizacao no cultivo de cogumelos comestiveis.

O setor cervejeiro é uma das atividades mais importantes da atualidade e o Brasil tem participagio expressiva
nesta industria (DE FREITAS, 2015), com uma producio média de 14 bilhdes de litros por ano (LOPES; MORALES;
MONTAGNOLLI, 2017). E o mais importante subproduto proveniente da indudstria cervejeira é o bagaco de malte,
representando aproximadamente 85% do total de subprodutos gerados (SOUSA et al., 2016).

Esse residuo encontra-se disponivel 0 ano todo, em grandes quantidades e a um baixo custo para sua aquisi¢ao,
apresentando elevado valor nutricional, com cerca de 20% de proteinas e 70% de fibras em sua composi¢ao, além de
minerais, como cdlcio, ferro, magnésio, potdssio, entre outros, vitaminas do complexo B e aminodcidos como leucina,
valina, alanina, serina, glicina, etc (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006).

Apesar de ser obtido em grandes quantidades durante todo o ano e apresentar uma composicao quimica
rica em diversos compostos, o bagaco de malte é pouco reaproveitado, isto €, tem recebido pouca atengio como
matéria-prima e a sua eliminacio pode ser um problema ambiental, pois sua deterioracio resulta na proliferacio de
micro-organismos e a incinera¢ao libera fumaca poluente (MUSSATO; DRAGONE; ROBERTO, 2000).

Com o aproveitamento do bagaco de malte para o cultivo de P. ostreatus, espera-se obter uma destinacio
nobre para tal residuo (producio de cogumelos) e ainda diminuir o desperdicio desse material que comumente é
descartado no meio ambiente. No entanto, testes preliminares in vitro de crescimento micelial sdo importantes para
avaliar a velocidade de crescimento e adaptabilidade do micélio fingico nos diferentes substratos.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar e comparar o crescimento micelial de duas linhagens
de P. ostreatus em meios de cultura suplementados com bagaco de malte em diferentes proporcoes (0, 5, 10 e 20%,
em base seca).

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas etapas: 1. Preparo dos substratos seguido de pasteurizacio; 2. Preparo
do meio de cultura, inoculacio e colonizacdo. Ambas as etapas foram conduzidas nas dependéncias da Universidade
do Sagrado Coracio (USC), Bauru (SP), no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia Ambiental, utilizando uma cimara de
fluxo laminar e uma incubadora BOD.




2.1 OBTENGAO DO INOCULO

As duas linhagens de P. ostreatus utilizadas foram a SB, doada pela empresa Funghi & Flora de Valinhos (SP),
e a linhagem LC, cedida pela Empresa Life Cogumelos, localizada na cidade de Nazaré Paulista (SP).

2.2 PREPARO DOS SUBSTRATOS E ESTERILIZAGAO

O bagaco de malte resultante da germinacio de cevada, de receita padronizada, foi fornecido pela cervejaria
Servus de Bauru (SP), por meio de uma parceria ji estabelecida entre a empresa citada e a USC.

O preparo dos substratos foi realizado a partir de metodologia adaptada de Saad et al. (2017). Os substratos
foram misturados de forma manual, acrescidos de 65% de dgua, seguidos de empacotamento em sacos plasticos PEAD
(Polietileno de Alta Densidade). Também foi adicionada a essa embalagem uma manta de algodio na parte superior
do pacote, permitindo assim as trocas gasosas. Cada pacote continha uma massa de 1.500 g. Os substratos que foram
testados na presente pesquisa seguem descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Substratos experimentais propostos para a presente pesquisa, sendo a formulagio calculada em base seca

Formulacao (g)

Substratos
Serragem de eucalipto Farelo de trigo Bagaco de malte Calcario calcitico
$1 (0% bagaco de malte) 6400 1600 0 160
$2 (5% bagaco de malte) 6400 1200 400 160
$3 (10% bagaco de malte) 6400 800 800 160
S$4 (20% bagaco de malte) 6400 0 1600 160

Nota: Para todos os tratamentos a umidade foi ajustada para 65%.

A esterilizacdo do substrato foi feita em autoclave a 121 °C e 1 atmosfera de pressao, durante 4 horas, em
duas etapas, com intervalo de 24 horas entre um processo e outro. Apos esse periodo os pacotes foram resfriados
naturalmente até temperatura ambiente para a inoculagao.

Duas amostras de cada substrato foram coletadas logo ap6s serem esterilizados para andlise de teor de
carbono, nitrogénio, umidade, matéria organica e pH. Essas andlises foram realizadas pelo Laboratério de Andlise
Quimica de Fertilizantes e Corretivos, pertencente ao Departamento de Recursos Naturais - Cieéncia do Solo - FCA/
UNESP, Botucatu (SP), de acordo com a metodologia apresentada pelo MAPA (2014).

2.3 PREPARO DO MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado na avaliacio do crescimento micelial das linhagens de P. ostreatus foi o SA
(substrato - 4gar), conforme a metodologia proposta por Andrade (2007).

O meio de cultura foi preparado através de uma solugio de 20 g de substrato (de acordo com as formulagoes
experimentais da Tabela 1), diluido em 250 mL de 4gua destilada submetido a fervura durante 15 minutos. Em seguida,
foi filtrado em uma peneira comum complementada com uma manta de algodio. O extrato obtido foi disposto
em frasco Duran, sendo este envolto com papel Kraft e submetido a autoclavagem a 121 °C durante 15 minutos.
Ap6s o processo de resfriamento até aproximadamente 45-50 °C, o meio foi vertido nas placas de Petri previamente

esterilizadas e mantidas na cimara de fluxo laminar até a solidificacio.
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2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Cada linhagem de P. ostreatus (SB e LC) foi testada em cada um dos substratos propostos (Tabela 1), com-
pondo assim um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4 (linhagens x substratos), com 8

tratamentos experimentais (Tabela 2) e 6 repeticoes, compondo assim 48 unidades experimentais.

Tabela 2. Delineamento experimental

Tratamento Linhagem de P. ostreatus Substrato de cultivo
1 SB S1 (0% bagaco de malte)
2 SB S$2 (5% bagaco de malte)
3 SB $3 (10% bagaco de malte)
4 SB S4 (20% bagaco de malte)
5 LC S1 (0% bagaco de malte)
6 LC §2 (5% bagaco de malte)
7 LC $3 (10% bagaco de malte)
8 LC S4 (20% bagaco de malte)

2.5 INOCULAGCAO, COLONIZACAO E AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL

Ap6s a solidificacio, discos de 7 mm de didmetro de matriz secunddria das duas linhagens do P. ostreatus (SB
e LC) foram transferidos para os meios de cultura previamente preparados e vertidos.

Ap6s a inoculagio, as placas foram distribuidas inteiramente a0 acaso e mantidas em estufa incubadora a 25
°C. Durante esse periodo, a cada 24 horas, com auxilio de um paquimetro, foram realizadas quatro medicoes equidis-
tantes entre si do crescimento radial do micélio na superficie do meio de cultura, até que em um dos tratamentos o
micélio do P. ostreatus atingisse a proximidade das bordas da placa de Petri.

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Para a varidvel crescimento micelial, foram ajustados modelos lineares generalizados com a distribuicio gama
e funcao de ligacao logaritmica tendo como fatores linhagem e substrato (NELDER; WEDDERBURN, 1972).

A qualidade dos ajustes de todos os modelos lineares generalizados ajustados foi feita através da andlise de
desvios (deviance), grficos dos residuos de Pearson padronizados. Para comparagoes entre tratamentos foi utilizado
o teste de Tukey-Kramer (WESTFALL; TOBIAS; WOLFINGER, 1999) do procedimento genmod do programa estatistico
SAS - Free Statistical Software, SAS University Edition.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 sao apresentados os resultados da andlise quimica dos substratos recém-preparados para o cultivo
do P. ostreatus. Levando em consideragdo as médias do Substrato 1 (S1), pode-se observar que o Substrato 4 (S4)
apresentou os valores idénticos de umidade (U), teor de matéria organica (MO) e carbono (C), porém teve diferencas




quanto ao teor de nitrogénio (N) e na relacdo entre carbono e nitrogénio (C/N). Quanto aos Substratos 2 e 3, também
observou-se uma grande semelhanca entre as médias de umidade, matéria organica, carbono e pH.

Tabela 3. Anilise quimica dos substratos recém-preparados para o cultivo in vitro das linhagens de Pleurotus ostreatus (coletados
logo apos o processo de esterilizagao)

Substrato N (%) U (%) MO (%) C (%) CN pH
s1 0,24 59 38 52 88/1 53
$2 038 56 41 51 59/1 48
$3 0,28 57 40 52 80/1 48
84 0,32 59 38 52 6711 5,1

Legenda: S1 = 0% bagaco de malte; S2 = 5% bagaco de malte; S3 = 10% bagaco de malte; S4 = 20% bagaco de malte; N (%) = teor de
nitrogeénio; (U%) = teor de umidade; MO (%) = teor de matéria organica; C (%) = teor de carbono; C/N = relacio entre carbono e nitro-
génio.

Os valores de umidade sugeridos para o crescimento micelial de Pleurotus spp. sao de 60 a 75% e o pH
deve ser entre 4,0 e 7,0 (BELLETTINI et al., 2019). Portanto, os valores obtidos de umidade estdo muito préximos ao
sugerido pela literatura, e o pH estd dentro do recomendado para o crescimento micelial da espécie.

De acordo com as andlises estatisticas, nio houve interaco significativa entre linhagens e substratos, portanto
cada fator deve ser observado individualmente. Na Figura 1 sdo apresentados os resultados do desenvolvimento
micelial segundo linhagens.
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Figura 1. Desenvolvimento micelial segundo linhagens de Pleurotus ostreatus. Erro padrio da média entre parénteses.

Quanto a0 diametro em milimetros segundo linhagens, a linhagem SB obteve o maior desenvolvimento micelial,

com 65,35 (0,56) mm de didmetro. A linhagem LC diferiu estatisticamente da linhagem SB, com um didmetro de 63,46




(0,85) mm (Figura 1). A capacidade de desenvolvimento de cada linhagem é geneticamente diferente (DONINI et al.,
2005), e deve-se ressaltar que o preparo dos substratos e sua qualidade também ¢é capaz de intervir com a producio
(MARINO et al., 2008).

Na Figura 2 sio apresentados os resultados do desenvolvimento micelial segundo substratos.
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Figura 2. Desenvolvimento micelial segundo substratos. Erro padrio da média entre parénteses.

Quanto ao diametro em milimetros segundo substratos, o substrato S2 obteve o maior desenvolvimento
micelial, com 67,75 (0,61) mm, diferindo estatisticamente dos demais. Os substratos S1, S3 e S4 nio diferiram
estatisticamente entre si, com didmetros de 62,95 (1,48) mm, 64,06 (0,55) mm e 62,85 (0,62) mm, respectivamente
(Figura 2). O desenvolvimento de S2 pode ter ocorrido por conta do teor de N ser mais alto que os demais (0,38), ja
que a suplementacido com N € capaz de melhorar a produtividade (SILVA et al., 2007).

Donini e colaboradores (2000) avaliaram o crescimento micelial de P. ostreatus com diferentes suplementa-
coes (farelos de soja, trigo, arroz e milho, em propor¢oes de 0, 10 e 20%) e constataram melhores resultados com a
suplementacio de 20% de farelo de soja, em fun¢ao da maior disponibilidade de nitrogénio.

O desenvolvimento micelial de ambas linhagens durante os oito dias de medicoes estd representado na Figura
3. Observa-se que, embora a linhagem LC tenha obtido um desenvolvimento micelial semelhante ou mais ripido do
que a linhagem SB nos primeiros 2-3 dias de medicio, a linhagem SB obteve o maior desenvolvimento micelial no
oitavo dia, quando foram encerradas as medigoes.
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Figura 3. Crescimento micelial das linhagens SB e LC de Pleurotus ostreatus durante oito dias de desenvolvimento iz vitro.

Schmidt et al. (2003), que realizaram um estudo sobre o crescimento de P. ostreatus, alegaram que quanto
maior o tempo de incubagio, mais degradacoes podem ser analisadas, jd que o crescimento se inicia com o consumo
dos elementos que se encontram disponiveis em maior quantidade.

Na interacio entre as linhagens e os substratos, a linhagem SB do cogumelo P. ostreatus demonstrou uma
maior afinidade ao meio de cultivo, jd que obteve um melhor desenvolvimento micelial, entretanto, nio houve uma
diferenca significativa no crescimento da linhagem LC, que também se desenvolveu similarmente.

De maneira geral, os fungos, assim como o P. ostreatus, utilizam uma grande diversidade de compostos
organicos, 0s quais proporcionam energia para gerar o seu metabolismo, e dessa maneira conseguem complementar
as suas necessidades (FIGUEIRO; GRACIOLLI, 2011). Quanto aos substratos, o S2 foi o que atingiu um maior
progresso, com formulagio de 5% sendo 400 g de bagaco de malte de cevada e 1200 g de farelo de trigo, diferindo
estatisticamente dos demais, o que pode ter ocorrido pela maior disponibilidade de nitrogénio em relagio aos demais.

Um fator que é capaz de interferir na colonizacio do substrato e no desenvolvimento do cogumelo P.
ostreatus ¢ a relacdo entre o carbono e o nitrogénio (BELLETTINI et al., 2019). Neste trabalho, observou-se que
houve divergéncia nas médias de nitrogénio entre os substratos, e as médias de carbono se igualaram. Observa-se
também que, embora o pH dos 4 substratos esteja dentro do padrio, hia uma leve variacio, onde S2 e S3 que melhor se
desenvolveram, obtiveram a mesma média (4,8) enquanto S1 e S4 obtiveram uma média um pouco menos acida (5,3
e 5,1, respectivamente), de modo que € possivel que o pH mais baixo seja mais favoravel para o crescimento micelial.

O substrato S1, utilizado para controle, e $4 alcancaram um desenvolvimento micelial semelhante. Observamos
que na formulacio de ambos substratos nio hd todos os componentes, sendo S1 (0%) com 0 g de bagaco de malte
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e 1600 g de farelo de trigo; e S4 (20%) com 1600 g de bagaco de malte e 0 g de farelo de trigo. Sendo assim, é
possivel afirmar que P. ostreatus possui capacidade para se desenvolver em substratos suplementados com o bagaco
de malte, j4 que S2 e S3 desenvolveram-se melhor que S1, que nao apresentava o bagaco. Entretanto, o cultivo de
cogumelos com a suplementacio de substratos deve ser feita em quantidades adequadas, para que nao haja excesso
ou desproporcio, como em S4 que foi suplementado com uma grande quantidade de bagaco de malte e zero de farelo
de trigo, resultando um crescimento micelial menor que os demais substratos.

4 CONCLUSAO

OP. ostreatus foi capaz de se desenvolver em todos 0s substratos suplementados com bagaco de malte, embora
0 S2, com 5% de bagaco de malte, tenha atingido um melhor desenvolvimento. A linhagem SB obteve crescimento
micelial maior que a linhagem LC. Portanto, € essencial analisar as quantidades de todos os componentes utilizados
no substrato para o cultivo, bem como considerar as necessidades de cada linhagem adequando as proporc¢oes dos
componentes.

Ainda, é importante se ter em mente que o maior ou menor crescimento micelial ndo necessariamente ird
implicar numa maior produgio de basidiomas, por isso, em estudos futuros, seria interessante investigar a quantidade de
cogumelos (biomassa) produzida por cada linhagem.
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