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RESUMO

A fermentacdo em estado solido € um tipo de fermentacdo natural onde 0s microrganismos se
desenvolvem com pouca quantidade de agua livre em substratos lignoceluldsicos, como o
bagaco de cana e a borra de café, proporcionando diversos produtos de alto valor nutritivo e
medicinal, se tornando em uma técnica promissora para o cultivo de cogumelos comestiveis
no aproveitamento de residuos vegetais e/ou urbanos. Assim, objetivou-se avaliar 0s
parametros produtivos do cultivo de cogumelos (Pleurotus ostreatus Jacq.) via fermentacéao
em estado sélido da borra de café com bagago de cana em diferentes proporcdes. O
experimento foi conduzido sob um DIC de 5 tratamentos que consistiram em diferentes
formulacdes de borra de café com bagaco de cana nas porcentagens de 0%, 25%, 50%, 75% e
100% de borra de café (%, v/v) com 5 repeti¢Oes, totalizando 25 unidades experimentais
(pacotes de cultivo). As formulacOes de cada tratamento foram suplementadas com 5% de
farelo de trigo e 10% de serragem em base seca (%, m/m), misturadas com agua até atingir
68% de umidade, ensacadas em sacolas de polipropileno 20 cm x 30 cm x 0,08 mm e
esterilizados em autoclave a 121°C a 101,32 kPa por uma hora, sendo em seguida inoculados
a uma taxa de 5% de in6culo de P. ostreatus (cepa PO/A02) por substrato tmido. As sacolas
com os substratos inoculados foram incubadas em escuriddo total a 22,64 + 2,02 °C e 88,22 +
5,99 % UR durante 26 dias. A seguir, foram induzidas com cortes superficiais de 3 cm em
ambiente protegido para inducdo-frutificacdo onde permaneceram durante aproximadamente
100 dias a 23,37 £ 3,07 °C e 89,25 + 4,23 % UR. O experimento finalizou quando se
completaram 3 fluxos produtivos (colheitas). As varidveis analisadas foram crescimento
micelial (mm dia?), eficiéncia bioldgica (%), taxa de producio (% dia?), periodo produtivo
(dias) precocidade (dias) e perda de matéria organica (%). Complementarmente, foram
analisados os substratos pds-cultivo (SMS) em pH, condutividade elétrica (dS m™), densidade
(g cm®), carbono organico total (mg g*), matéria seca (%) e cinzas (%). Os resultados foram
submetidos a ANOVA e teste de Tukey a 5% de significancia (P<0,05). Observamos que
guanto maiores as proporcoes de borra de café, menor foi o crescimento micelial e que ao
acrescentar a borra de café nos tratamentos, houve um aumento em quase 40% da eficiéncia
biolégica, em comparacdo ao tratamento controle (0% borra de café ou 100% bagaco de
cana). O periodo produtivo foi afetado pela adigdo da borra de café, no entanto, junto com a
eficiéncia bioldgica proporcionou um equilibrio na taxa de producdo, ndo apresentando
diferenca entre os tratamentos, de igual modo para a precocidade e perda de matéria organica.
O SMS de borra de café apresentou-se como um substrato acido (pH>4), de baixa densidade
(<1 g cm™) e baixa condutividade elétrica (<1 dS m™) o qual Ihe proporciona uma relativa
aptiddo para uso agrondmico no solo. Concluimos que a fermenta¢do em estado solido da
borra de café viabiliza o cultivo de cogumelos aumenta a eficiéncia bioldgica, e gera um
substrato pds-cultivo com potencial agricola tornando util a sua reciclagem.

Palavras-chave: bioconversao ecoldgica; fungicultura; residuo agrondémico.



ABSTRACT

Solid-state fermentation is the type of natural fermentation where microorganisms develop
with a small amount of cellulosic water in substrate, providing several products from
sugarcane bagasse and coffee grounds, providing several products of high value in a food and
medicinal, transform into a promising technical substrate for the cultivation of edible
mushrooms in the use of vegetable and/or urban waste. Thus, we aimed at the production
parameters of mushroom cultivation of coffee grounds and sugarcane bagasse in the
percentages of 0%, 25%, 50%, 75% and 100% of coffee grounds (%, v/v) with 5 replications,
totaling 25 experimental units (bags). The treatments were supplemented with 5% wheat bran
and 10% sawdust on a dry basis (%, m/m), mixed with distilled water until reaching 68%
moisture, bagged in a polypropylene bag 20 cm x 30 cm x 0.08 mm and sterilized in an
autoclave at 121°C at 101.32 kPa for an hour, then inoculated at a rate of 5% P. ostreatus
spawn (strain PO/A02) of moisture substrate mass. The bags with the inoculated substrates
were incubated in total darkness at 22.64 + 2.02 °C and 88.22 + 5.99 % RH for 26 days. Then,
they were induced with cuts. The experiment ended when 3 productive flows (harvests) were
completed. The variables were mycelial growth (mm day?), biological efficiency (%),
production rate (% day™), productive period (days), earliness (days) and organic matter loss
(%). In addition, spent mushroom substrates (SMS) were analyzed in terms of pH, electrical
conductivity (dS m™), density (g cm™), total organic carbon (mg g*), dry matter (%) and ash
(%). Results were provided by ANOVA and Tukey's test at 5% significance (P<0.05). We
observed that the higher the proportions of coffee grounds, the lower mycelial growth and that
adding a coffee ground to the treatments, there was an increase of almost 40% in biological
efficiency, with respect to the coffee treatment or 100% sugarcane bagasse). The productive
period was affected by the addition of coffee grounds, however, together with the biological
efficiency, it provided a balance in the production rate, showing no difference between
treatments, as well as for earliness and loss of organic matter. The coffee grounds SMS
presented itself as an acidic substrate (pH>4), of low density (<1 g cm™) and low electrical
conductivity (<1 dS m™) which gives it a relative agronomic aptitude. We conclude that the
solid-state fermentation of coffee grounds allows the cultivation of mushrooms, increases the
biological efficiency, and generates a spent mushroom substrate with agricultural potential
use, making it useful for its recycling.

Keywords: ecological biotransformation; fungiculture; agronomic wastes.
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1. INTRODUCAO

A fermentacdo em estado sélido (FES) é um tipo de fermentacdo natural onde os
microrganismos desenvolvem-se em materiais solidos com pouca quantidade de agua livre
(NUNES et al., 2013; FONSECA, 2013). A FES como uma biotecnologia promissora tem
despertado interesse nas agroindudstrias que promove a destinacdo adequada de residuos
lignocelul6sicos e proporciona valor agregado, como enzimas, exemplo da Tanase (EC
3.1.1.20), bastante util na producdo de antioxidantes, e as celulases (EC 3.2.1.4.) como uma

alternativa para a producgéo de biocombustivel (TEIXEIRA et al., 2019).

Além de ser uma alternativa na producdo de fitohormdnio (SILVA, 2019), &cidos
organicos (WOICIECHOWSKI et al., 2013), enriquecedor proteico de residuos agricolas para
alimentacdo animal, detoxificador de residuos sélidos, a FES também pode ser empregada no
cultivo de cogumelos comestiveis, o qual tem a capacidade de biotransformar tais residuos em
um alimento de alto valor nutritivo com diversas propriedades nutracéuticas (BOSSA et al.,
2019; PIMENTA et al., 2021).

O cultivo de cogumelos comestiveis se trata de um sistema de bioconversao ecoldgica,
uma vez que determinados fungos transformam residuos agricolas e vegetais em um alimento
altamente nutritivo, sendo rico em proteinas, fibras, vitaminas, minerais, além de possuirem
baixos teores de lipidios (ALBERTO, 2008). No Brasil, o cultivo tem sido fortalecido por
influéncia asiéatica, principalmente na regido sul do pais, com predominancia das espécies do
género Lentinula, Pleurotus, Auricularia e Agaricus (DIAS, 2010; MARTOS; HECK, 2021).

Por ser um fungo saprofito de decomposicdo priméria, P. ostreatus encontra-se
presente na natureza crescendo em restos vegetais, como troncos ou dejetos agricolas,
constituidos principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, com destaque por sua
capacidade de degradar seletivamente a lignina, sacarificar e hidrolisar a celulose e produzir
corpos frutiferos, os cogumelos (SANCHEZ; ROYSE, 2017).

Segundo Estrada e Pechia (2017), o sistema de producdo de cogumelos comestiveis da
especie Pleurotus ostreatus (Jacg.) é dividida em duas etapas: a in vitro e a produtiva, onde a
etapa in vitro esta relacionada a propagagdo do micélio do fungo em placa Petri e preparacéo
dos indculos. J& na etapa produtiva, refere-se as fases de inoculagdo, incubagédo, inducéo-

frutificacdo e colheita.
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Dentre os residuos agroindustriais, P. ostreatus é cultivado em uma gama de
substratos lignoceluldsicos, como folhas de bananeira (CARVALHO, 2014), palha de trigo,
palha de feijdo e palha de sorgo (FIGUEIRO, 2011), bagaco de cana (SOUZA, 2016), casca
de coco (MARINO, 2008), restolho de milho e palha de arroz (ZARATE-SALAZAR, 2020),
bem como em residuos de café, como folhas, cascas e borra (SOCCOL, 2002).

A borra de café, é um residuo organico final da cadeia produtiva do café, a qual é um
residuo sélido urbano, obtida apos a extracdo aquosa do café (MATA et al., 2018) e possui
inimeras propriedades, que pode ser utilizada em diferentes bioprocessos, como na aplicacdo
em racdo animal, producdo de farmacos, cosméticos, além de substrato fermentativo na
producdo de enzimas utilizadas na inddstria alimenticia (WOICIECHOWSKI et al., 2013),
acidos organicos, cultivo de cogumelos e leveduras (SOCCOL, 2002; CALGAROTO, 2019).

No cultivo de cogumelos, Murthy e Naidu (2012), utilizando casca de cafe, café moido
e uma mistura de substratos de café, verificaram eficiéncia bioldgica de 85,5, 86,6 e 78,4%,
respectivamente. Ja Carrasco-Cabrera et al. (2019), ao utilizar a borra de café no cultivo de P.
ostreatus, descreveram a degradacdo da cafeina pelo fungo em diversos metabolitos

secundario que podem ser menos prejudiciais ao meio ambiente.

Desta forma, a borra de café pode ser utilizada, via fermentacdo em estado so6lido, no
cultivo de cogumelos comestiveis disponibilizando um alimento nutritivo assim como um
substrato pds-cultivo com aptidao agronémica (MATA; MARTINS; CAETANO, 2018).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

— Avaliar os parametros produtivos do cultivo de cogumelos Pleurotus ostreatus Jacg.
via fermentacdo em estado sélido (FES) da borra de café com bagaco de cana em

diferentes proporcées (%, V/v).
2.2. Objetivos especificos

— Determinar se as diferentes proporcbes de borra de café influenciam na eficiéncia
bioldgica, taxa de producéo e precocidade no cultivo de cogumelos;

— Quantificar a perda de matéria organica da borra de café provocada por Pleurotus
ostreatus ao final do periodo produtivo;

— Caracterizar os substratos pés-cultivo de cogumelos para verificar a sua aptiddo

agrondmica.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Fermentacdo em estado solido (FES) e as suas aplicacoes

A fermentacdo em estado sélido (FES), também conhecida como fermentacao
semissolida ou solida, se refere a um tipo de fermentacdo natural, onde os microrganismos
desenvolvem-se sobre ou dentro de materiais solidos, com auséncia ou quase auséncia de
agua livre, diferente da fermentagdo submersa, a qual ocorre com a presenga de agua livre
(FONSECA, 2013).

Este tipo de fermentacdo tem por finalidade a simulacdo do meio de ocorréncia natural
dos fungos, possibilitando maior sucesso na producdo de extratos enzimaticos de interesse
industrial, bem como menor vulnerabilidade a inibi¢des, além de serem produzidos menores
volumes de efluentes, sendo um dos mais adequados para a utilizacdo de residuos
agroindustriais, os quais servem como fontes de carbono e energia (RODRIGUEZ-ZUNIGA,
2010; ARRUDA, 2019).

Frente ao aumento no indice de crescimento populacional e, consequentemente, o
aumento na demanda por alimento, se tem a geracdo de enormes quantidades de residuos,
sendo estes advindos do setor agropecuario, em maior parte das colheitas, agroinddstrias, bem
como da pecudria, onde por sua vez, ao serem mal gerenciados podem causar sérios danos ao

meio ambiente, como a polui¢do do solo e das aguas (COSTA FILHO et al., 2017).

Neste sentido, a FES se destaca como uma biotecnologia promissora que tem
despertado interesse das agroindustrias, por estar relacionada ao reaproveitamento dos
residuos lignocelulésicos que, além de promover uma destinacdo adequada, proporciona valor
agregado (BOSSA et al., 2019; ALVES et al., 2019), além de proporcionar diversos produtos,
como: enzimas, alcoois, 6leos essenciais, enriquecimento proteico de residuos agricolas para a
alimentacdo animal e podendo ainda ser empregado em uma cadeia de producgdo de
cogumelos comestiveis, sendo uma alternativa de trabalho e renda (TAVARES, 2015).

A FES permite a simulagdo do meio de ocorréncia natural dos microrganismos como
os fungos, apresenta diversas aplicagdes, na obtencdo de enzimas de interesse industrial, no
caso da tanase (EC 3.1.1.20), que possui sua aplicacdo na producdo de antioxidantes,
(TEIXEIRA et al., 2019), lacases (EC 1. 10. 3. 2.), utilizada na industria papeleira e até em
nanotecnologia (PAREDES-JUAREZ et al., 2017) e as celulases (EC 3.2.1.4.), as quais tem a
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capacidade de hidrolisar a molécula da celulose, sendo uma alternativa para a produgdo de
biocombustivel (CARVALHO et al., 2018,PINHEIRO; AMBROZIM; OLIVEIRA, 2019)

A FES também ¢ utilizada para a producao de fitohormdnios, como o caso do acido
giberélico (GA3), bastante utilizado no meio agricola, podendo alterar a dorméncia de
sementes e até mesmo induzir a floracdo (SILVA, 2019). Com uso para diversos fins, a FES
tem grande importancia econémica na producdo de acidos organicos (&cido acético, citrico,
latico, entre outros), aromas, pigmentos e diversas outras substancias com as mais variadas
funcbes, como espessantes, conservantes, antimicrobianos, etc. (WOICIECHOWSKI et al.,
2013).

Diversos trabalhos que relatam a utilizacdo da FES em processos biotecnoldgicos,
ademais dos ja mencionados, vale ressaltar sua aplicacdo no processamento de alimentos
como na panificacdo, sucos e queijos, com grande representatividade no comércio de enzimas,
além de ser um processo essencial para o cultivo de cogumelos comestiveis, 0s quais possuem
grande representatividade no mercado mundial (BARBOSA et al., 2020; PIMENTA et al.,
2021).

3.2. Cultivo de cogumelos comestiveis

O cultivo de cogumelos comestiveis trata-se de um sistema de bioconversao ecoldgica,
0 gque o homem considera como residuo vegetal agricola, os fungos o transformam em um
alimento altamente nutritivo, rico em proteinas, fibras, vitaminas, minerais e baixos teores de
lipidios (ALBERTO, 2008).

De acordo com a ASD Reports (2022), o mercado mundial de cogumelos atingiu um
valor de US$ 58,8 bilhdes em 2021, com projec¢des para um aumento de 6,5% até 2027. No
Brasil, o cultivo tem sido fortalecido por influéncia asiatica, principalmente na regido sul do
pais, com predominancia das espécies do género Lentinula, Pleurotus, Auricularia e Agaricus
(DIAS, 2010; MARTOS; HECK, 2021).

O sistema de producdo de cogumelos comestiveis, em geral, contempla duas etapas
(Figura 1), a etapa in vitro e a etapa produtiva (ESTRADA; PECCHIA, 2017).:

e FEtapa in vitro, esta relacionada a propagacdo do micélio do fungo em placa Petri

com um meio nutritivo, até a sua méaxima colonizacdo, para posteriormente
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propagacdo em sementes (Spawn), que é denominado indculo (miceélio crescido em

gréos);

e FEtapa produtiva, consiste na transferéncia do indculo para o substrato
lignocelul6sico previamente escolhido e esterilizado (fase de inoculacéo).
Posteriormente, o substrato inoculado € armazenado em sacolas de polipropileno e
incubadas (fase de incubacdo) com temperatura entre 25-29°C e umidade relativa
de 78-86%, em média por duas semanas. A fase de inducao-frutificacdo (19-25°C e
83-92% UR) é marcada pela indu¢@o do cogumelo, ou seja, saida dos primdrdios e

finalizando com a colheita.

Etapa in vitro Etapa produtiva

Placa petri ‘ 1 < Inoculagdo do substrato
: Incubagado
Inéculo primario ‘ Indugdo

|
|
|
Frutificacdo ‘
|

Inéculo secundario ‘ Colheita

Figura 1. Ciclo produtivo de cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus (Jacq.). Adaptado de Zarate-
Salazar et al. (2020), por Monteiro, R.E.P.

3.3. Pleurotus ostreatus Jacq.

Dentre quase 50 espécies validas taxonomicamente para o género Pleurotus, pelo
menos 12 tém sido comercializadas, com destaque para as de maior importancia comercial,
como: P. pulmonarius, P. eryngii, P. djamor e, 0 mais conhecido, P. ostreatus, o qual €
denominado popularmente como cogumelo ostra (SANCHEZ; ROYSE, 2017). A
biodiversidade dessas espécies em cores como, cinza, marrom, amarelo e rosa responde a
temperatura, quantidade de luz fornecida durante o seu desenvolvimento, bem como na
linhagem dos seus cogumelos (AGUIAR, 2016).

Por ser um fungo saprofito de decomposi¢do primaria, ou seja, obtém o0s seus
nutrientes a partir da decomposicdo de material vegetal nativo, P. ostreatus (Figura 2)
encontra-se presente na natureza crescendo em restos vegetais, como troncos ou dejetos
agricolas, constituidos principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, com destaque por
sua capacidade de degradar seletivamente a lignina (SANCHEZ; ROYSE, 2017). Esta
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incluido na divisdo Basidiomycota, subdivisdo Basidiomycotina, classe Basidiomycete,
Subclasse Agaricomycetidae, ordem Agaricales, Familia Pleurotaceae, Género Pleurotus
(GARCIiA et al., 2012).

P. ostreatus é caracterizado por apresentar pileo em forma de ostra, de coloracéo
muito variavel, o qual varia desde cinza claro até café acinzentado escuro. O tamanho do
chapéu é determinado pelo tempo de crescimento do cogumelo, entre 3 a 5 dias apds a
aparicdo dos primdrdios, a variacdo de coloracdo se da pela soma de fatores genéticos e
métodos de cultivo (VIEIRA, 2016).

Pileo ou
chapéu

Lamela
ou lamina

Estipe ou
pé

L

Figura 2. Morfologia do basidiocarpo de P. ostreatus. Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC (2021).
3.4. Aproveitamento da borra de café

O café tem grande representatividade em nosso pais, possuindo centenas de milhdes
de consumidores, se enquadrando como um dos principais mercados mundiais de produtos
agricolas, junto com a cana-de-agUcar, trigo, carne bovina e algoddo (SOCCOL, 2002).
Segundo dados publicados pela CONAB (2021), o Brasil é o maior produtor mundial, com
uma producao total com mais de 63 milhdes de sacas de 60 kg na safra de 2020, apresentando

um aumento de 27,9% em relacdo a safra de 20109.

Junto a esta enorme producgdo, se tem grandes quantidades de residuos, onde a
quantidade gerada em cada safra, é igual a producéo de café em grdos, alguns exemplos sdo:
palhas, cascas, polpa (BRISSAC et al., 2018), com grande destaque para a borra de café
(Figura 3), que € um residuo sélido organico urbano, o qual seria o subproduto final da cadeia
produtiva do café, obtida apos a extracdo aquosa do cafe.
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Figura 3. Borra de café ap0s extracdo aquosa do café. Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC (2021).

A composicdo quimica da borra de café pode variar com relagdo ao determinado tipo
de café utilizado, bem como das condicdes de torrefacdo e tipo de preparo, também com a
influéncia da localizacdo onde as plantas estdo inseridas, clima e condi¢Bes do solo (VAZ,

2019). A Tabela 1 resume a composicdo quimica da borra de café.

Tabela 1. Composicao quimica da borra de café.

Parametros Valor
Umidade % 1,18 - 65,7
Nitrogénio total % 1,90 - 2,30
Carbono total % 47,80 - 69,50
Polifendis % 0,50 - 2,50
Taninos % 0,02-0,12
Cafeina % 0,02 - 0,45
Lignina % 32,50 - 33,60
Celulose mg kg* 8,50 - 15,30
Hemicelulose mg kg 31,70 - 41,70
Proteina mg kg* 6,70 - 23,70
Lipidios mg kg 5,00 - 20,00
Adaptado de MATA et al. (2018), por Monteiro, R.E.P.
(2021).

A borra de café possui diferentes propriedades e potenciais aplicagdes, algumas delas
com alto valor de mercado e com uma infinidade de compostos de elevadas concentracfes de
carboidratos, lipidios, nitrogénio ndo proteico, carbono, além de agucares e acidos graxos,
como o acido linoleico e o palmitico (KARMEE, 2018; MATA; MARTINS; CAETANO,
2018).
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A borra de café é considerada um importante residuo, devido ao seu alto volume
gerado que, quando mal gerenciada, constitui-se uma fonte de contaminagdo severa,
representando um sério problema ambiental, uma vez que o0s subprodutos gerados possuem
altas concentracbes de componentes ecotdxicos, como a cafeina, polifendis e taninos
(TAGLIARI, 2003; CARDOSO, 2013).

Embora com a presenca de tais componentes ecotoxicos, este residuo, possui
diferentes biomoléculas e compostos especificos, como carboidratos, proteinas, agucares,
gorduras e pectinas, que podem ser utilizados em diferentes bioprocessos, como na aplicacao
em racdao animal, producdo de farmacos, cosméticos, além de substrato fermentativo na
producdo de enzimas comumente utilizadas na inddstria alimenticia (WOICIECHOWSKI et
al., 2013), acidos organicos, aromas, cultivo de fungos e leveduras (SOCCOL, 2002;
CALGAROTO, 2019).

3.5. Cultivo de Pleurotus ostreatus em borra de café

As mais variadas propriedades nutricionais, organolépticas e terapéuticas dos
cogumelos, bem como seu potencial na bioconversdo de substratos lignocelulésicos, tem
aberto caminho para o aprimoramento de seu cultivo no mundo. Como a exemplo através da
reutilizacdo de residuos de café, que tem j& tem sido pesquisada no cultivo de cogumelos, com
a utilizacdo da casca de café, café moido e uma mistura de substratos de café sob diferentes
condicBes de umidade e taxa de inoculacdo, atingiram eficiéncias biolégicas de 85,8; 86,6 e
78,4%, respectivamente, mostrando-se um substrato promissor (MURTHY; NAIDU, 2012).

Segundo Fan e Soccol (2001), estudando a producdo de cogumelos comestiveis do
tipo Pleurotus, Lentinula e Flammulina em casca e borra de café, observaram que relacionado
a cepa de Pleurotus utilizada, a borra de café demonstrou ser excelente substrato, chegando a
produzir trés fluxos de colheitas durante 60 dias de cultivo, alcancando mais de 90% de
eficiéncia bioldgica, onde também foi visivel sua influéncia nas espécies de Lentinula e

Flammulina, com eficiéncia bioldgica de 88,7 e 78%, respectivamente.

Nos estudos desenvolvidos por Carrasco-Cabrera et al. (2019), relacionados ao
metabolismo da cafeina durante o cultivo do cogumelo ostra com borra de café, verificaram
gue os maiores niveis de borra de café, atrasaram o crescimento micelial, atrasaram ou

impediram a frutificagdo durante o cultivo comercial. No entanto, apesar de tal inibicéo, foi
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observado que P. ostreatus foi capaz de degradar a cafeina, desintoxicando os residuos da

producdo de café.

Desta forma, como alternativa viavel, a borra de café pode ser utilizada como um
substrato promissor para a fermentacdo em estado sélido, com viés no cultivo de cogumelos
comestiveis, de alto valor comercial e nutricional, pois pode aumentar a disponibilidade de
nutrientes importantes como o carbono além de micronutrientes (MATA; MARTINS;
CAETANO, 2018).
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4, METODOLOGIA
4.1. Areade estudo

O experimento foi desenvolvido no Mdédulo de Producdo de Cogumelos Comestiveis
do GPEC (Grupo de Pesquisa & Producdo de Cogumelos Comestiveis) no Departamento de
Solos e Engenharia Rural, no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba, na cidade de Areia-PB, sob coordenadas geogréaficas 6°58'22.80" de latitude sul e
35°42'52.26" de longitude oeste e altitude de 618 m.

4.2. Material bioldgico

A cepa utilizada foi a linhagem PO/AQ2 (Tabela 2) da espécie Pleurotus ostreatus
(Jacq.) da Universidad Nacional Agraria La Molina — Peru, caracterizada por ZARATE-
SALAZAR et al. (2020), a qual foi propagada e conservada pelo Grupo de Pesquisa &
Producédo de Cogumelos Comestiveis (GPEC) da UFPB, Campus I1..

Tabela 2. Caracteristicas produtivas da cepa PO/A02 de Pleurotus ostreatus
(Jacq.) cultivado em restolho de milho e palha de arroz sem suplementos.

Variaveis Média + SE (n = 8)
Crescimento micelial em substrato (cm dia™) 1,22 + 0,03
Eficiéncia bioldgica (%) 75,66 + 4,04
Taxa de producéo (%) 1,68 + 0,15
Precocidade (dias) 10,79 £ 0,53
Perda de matéria organica (%) 36,47 = 0,99

Adaptado de Zérate-Salazar et al. (2020), por Monteiro, R.E.P. (2021).

4.3. Preparacédo de inoculos

A preparacdo do indculo primario (“Spawn” ou “semente”), consistiu no cozimento de
gréos de alpiste (Phalaris canariensis L.), durante 15 minutos, onde se obteve o ponto ideal
desejado (maciez do gréo antes de exposi¢cdo do amido) que, apés esfriarem em condicdes
ambientais sobre papel, os grdos foram misturados com 3 g kg de calcério e 13 g kg* de
gesso agricola por grdo cozido, respectivamente. A mistura foi esterilizada em autoclave a
121° C e 101,32 kPa por 30 minutos, finalizando com a inoculagéo placa-grdo com cortes de 1
cm? no meio de cultura da placa Petri contendo o micélio de P. ostreatus em camara de fluxo

laminar do laboratério de Fitopatologia. Posteriormente, foram identificadas e incubadas no
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escuro por duas semanas na area de incubagdo no médulo do GPEC em temperatura ambiente,
22,65 + 2,12 °C.

Ap0s as duas semanas de incubacdo do inoculo primario (Figura 4), procedeu-se com
a preparacdo do indculo secundario, seguindo os mesmos procedimentos ja descritos para o
indculo primario. Esta etapa consistiu da multiplicagdo em relacdo 10:1 ao inéculo primario, a
fim de se obter uma maior quantidade de in6culo para a inoculagdo do substrato.

Figura 4. In6culo secundéario da cepa PO/A02 de Pleurotus ostreatus apds duas semanas de
incubacdo. Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC (2021).

4.4. Cultivo de cogumelos

O sistema de producdo consistiu na preparacdo do substrato, inoculacdo, incubacao,

inducdo-frutificacédo e colheita.
A. Preparacdo dos substratos

Os substratos utilizados foram a borra de café, provenientes do restaurante
universitario do Centro de Ciéncias Agrarias — UFPB e de residéncias assim como dos
restaurantes da cidade de Areia-PB; o bagaco da cana de acUcar, adquirido em um engenho da
cidade de Areia-PB. A serragem e farelo de trigo, utilizadas como suplementos, foram
conseguidos em uma marcenaria local e em uma casa de ragOes para animais,
respectivamente. Todos os substratos foram secos, triturados, peneirados em malha com

abertura de 2,79 mm e analisados quimicamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas quimicas dos substratos in natura utilizados nas formulagGes para o
cultivo de Pleurotus ostreatus.

Variaveis/Substrato Bagaco de cana Borra de café Serragem Farelo de trigo

pH (20:1) 5,11 + 0,02 492 + 0,05 5,13 £0,01 5,80 £0,01
CE (dS m) (20:1) 0,68 £ 0,01 0,61 £ 0,01 0,33 £0,02 1,50 +0,02
p (gcm3®) 0,12 + 0,00 0,42 £ 0,00 0,35 £0,00 0,47 £0,00
COT (mg kg?) 449,48 + 33,30 462,95 + 30,47 466,56 4,99 434,88 +2,88
MS (%) 79,40 £15,84 95,46 + 0,20 85,37 +£0,04 93,34 +0,11
Cinzas (%) 1,48 + 0,06 1,40 + 0,10 5,77 £0,05 1,36 +0,08

1 Valores calculados de acordo com a porcentagem da borra de café (%, v/v) complementado com bagago de
cana para um volume de 1400 cm? para garantir as mesmas condi¢cbes ambientais de desenvolvimento do
fungo. pH: Potencial hidrogeniénico; CE: Condutividade elétrica; p: Densidade; COT: Carbono organico total;
MO: Matéria organica. Analises realizadas no Laboratorio de Matéria Organica da UFPB no periodo de 2021.2
e 2022.1 por Robson E. P. Monteiro e J. Rafael Zarate-Salazar.

Os substratos em diferentes porcentagens de borra de café e bagaco de cana (ver item
4.5 Delineamento experimental) foram misturados, umedecidos (Figura 5 A) a 68% com agua
destilada e deixados em descanso por 24 horas. Posteriormente, foram ensacados (Figura 5 B)
em sacos de polipropileno com dimensées de 20 cm x 30 cm x 0,08 mm a um volume de
1400 cm?d, realizada a pesagem de cada sacola (entende-se como “pacote”) e colocado no
interior copos de vidro com dimensfes 7 cm x 4,5 cm x 3,5 cm. Logo, no Laboratério de
Biotecnologia de Solo e Agua do Departamento de Solos e Engenharia Rural foi realizada a
esterilizacdo em autoclave (Figura 5 C) a uma temperatura de 121°C a 101,32 kPa por uma
hora. Os pacotes foram identificados e vedados com algoddo a fim de facilitar as trocas
gasosas.

. A
A e s

/

Figura 5. Preparacdo dos substratos nos pacotes de cultivo. A) Umedecimento; B)
Ensacamento; C) Esterilizag&o. Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC (2021).

B. Inoculacéo
Os pacotes de cultivo com os substratos esterilizados foram inoculados em camera de

fluxo laminar no laboratério de Microbiologia do Solo do Departamento de Solos e
Engenharia Rural (DSER/CCA/UFPB) (Figura 6). O procedimento consistiu na retirada do
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copo do substrato, ficando uma cavidade a qual foi colocado o in6culo previamente calculado
a uma taxa de inoculagdo de 5% em relacdo a massa Umida de cada repeticdo. Apds colocar 0

indculo, o pacote foi vedado com algodao e elastico, com as devidas identificacoes.

Figura 6. Inoculacdo do substrato no pacote de cultivo. Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC
(2021).

C. Incubacao

Apo6s a inoculagdo, os pacotes de cultivo foram incubados (Figura 7), sendo
armazenadas e ordenadas na “Sala de Incuba¢do” do Mddulo de Producdo de Cogumelos
Comestiveis do GPEC, colocadas de forma aleatdria, onde permaneceram no escuro até a total
colonizagdo, em média, durante 26 dias a 22,63 + 2,02 °C e 88,22 + 5,99 % UR (umidade

relativa).

Durante a incubacdo foram realizadas avaliagdes diérias, como registro de umidade
relativa e temperatura ambiente por meio de termo-higrometro digital com o objetivo de se ter
um controle da temperatura durante todo experimento, além de registro fotografico de todas

as unidades a cada dois dias e de um representante de cada tratamento a cada cinco dias.
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Figura 7. Colonizagdo do substrato pela cepa PO/AO2 de P. ostreatus. Representacdo dos
pacotes de cultivo no A) Inicio da colonizacdo, na B) Colonizacdo intermediaria e na, C)
Colonizagéo total. Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC (2021).

D. Inducéo - Frutificacdo

Ao final do periodo de incubacéo, ao atingirem total colonizacdo, os pacotes de cultivo
foram levados a “Sala de Inducdo-Frutificacdo” e induzidas por meio de dois cortes verticais
de 4 cm em cada lado (Figura 8 A), distribuidas respeitando a mesma ordem da fase de
incubacdo, sendo suspensas com um barbante nas estruturas de madeira no espaco de

frutificacdo, com temperatura, umidade e luminosidade controladas por meio de timer digital.

Nesta etapa, foram realizadas umidificagbes com uso de um irrigador de aspersao nos
pacotes de cultivo, no chdo e nas laterais do espago de frutificagdo. Complementarmente,
utilizou-se um umidificador ultrassonico de ar com vazdo de 250 ml h*! para manter a
temperatura e umidade controladas. Neste periodo, a temperatura foi de 23,37 + 3,02 °C e
umidade relativa de 89,25 * 4,23 %. A frutificacdo deu-se com a saida dos primordios apos 4

+ 1 dias (Figura 8 B), finalizando com a colheita (Figura 8 C).

Figura 8. Pacote de cultivo da cepa PO/A02 de P. ostreatus induzido apés 20 dias de
inoculagdo. A) Aparecimento do primordio apos 22 dias de inducdo, B) Desenvolvimento do
primordio apds 23 dias de inducdo, C) Cogumelo em ponto de colheita apds 24 dias de
indugdo. Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC (2021).
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E. Colheita

Ap6s o desenvolvimento dos primoérdios, o “chapéu” ou basidiocarpo, comecou a
passar de uma forma cdncava para convexa, alcancando o ponto de colheita, onde ela foi
realizada envolvendo os basidiocarpos entre os dedos da méo e girando levemente até retira-

los da sacola (Figura 9 A).

Os basidiocarpos colhidos, foram classificados (Figura 9 B) e pesados em balanca
digital sobre uma bandeja (Figura 9 C) e registrados a massa fresca, além de ser feito o

registro fotogréafico dos basidiocarpos separadamente.

Figura 9. Colheita de cogumelos apds 50 dias de inducdo para o tratamento com 25% de
borra de café (%, v/v). A) Cogumelo em ponto de colheita. B) Classificacdo por tamanho. C)
Pesagem dos cogumelos. Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC (2021).

4.5. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), cujos
tratamentos foram constituidos pelas combinacGes de cinco proporgdes (%, v/v) da mistura de

borra de café com bagaco de cana, totalizando 5 tratamentos.

Cada tratamento foi composto por 5 repeticdes, sendo cada repeticdo um pacote de
cultivo correspondente a um saco de polipropileno com dimensdes 25 cm x 30 cm x 0,08 mm
(ver item 4.4 Preparagdo do substrato). Neste sentido, para os fins experimentais cada
repeticdo foi considerada como uma unidade experimental (UE), totalizando assim 25

unidades experimentais.

As proporcdes de borra de café com complemento do bagaco de cana (devido as suas
densidades, ver Tabela 3) foram calculados e padronizadas em fungdo do volume de 1.400

cm? para cada tratamento, com o fim de proporcionar o0 mesmo raio de colonizagdo para o
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fungo assim como fornecer um maior controle de temperatura, umidade e luminosidade do
ambiente sobre elas. Os suplementos de serragem e farelo de trigo, foram calculadas em 10%
e 5%, respectivamente, em base seca da massa total por cada tratamento. As formulacGes

estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Massa seca das formulacgdes utilizadas em cada unidade experimental (pacote de
cultivo) por tratamento no cultivo de P. ostreatus em diferentes propor¢des de borra de café e
bagaco de cana (%, v/v).

Massa dos substratost Massa dos suplementos?
(g / sacola) Subtotal (o/ sacola) Total?
Tratamentos
Borra  Bagaco  (9/sacola) 10% 506 (g/ sacola)

de café de cana Serragem  Farelo de trigo
Controle 167,02 167,02 16,70 8,35 359,09
25% borra de café 145,74 125,27 271,01 27,10 13,55 582,67
50% borra de café 291,48 83,51 374,99 37,50 18,75 806,23
75% borra de café 437,22 41,76 478,98 47,90 23,95 1029,81
100% borra de café 582,96 582,96 58,30 29,15 1253,36

Valores calculados de acordo com a porcentagem da borra de café (%, v/v) complementado com bagaco de cana
para um volume de 1400 cm? para garantir as mesmas condi¢des ambientais de desenvolvimento do fungo. 2
Calculados de acordo a massa da borra de café e bagago de cana (subtotal) em cada unidade experimental por
tratamento. 3 Valor total por unidade experimental (sacola) de cada tratamento.

No momento do ensacamento dos substratos, foram retiradas trés amostras de cada

tratamento, para analises quimicas, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas quimicas das formulacGes para o cultivo de P. ostreatus utilizadas nos
tratamentos com diferentes proporgdes de borra de café com bagaco de cana (%, v/v).

Proporcao de borra de café (%, v/iv)!

Variaveis/substrato Médias?
Controle 25% 50% 75% 100%

pH (20:1) 510+ 0,01 5,16 £ 0,04 5,10+0,01 4,79+ 0,00 4,64 +0,02 496+ 0,02
CE (dS m™) (20:1) 0,62+ 0,02 0,58 £ 0,00 0,60 = 0,00 0,65« 0,00 0,67 0,01 0,62+ 0,01
p (gcm®) 0,30+ 0,01 0,34 +0,01 0,37+ 0,00 0,35+ 0,05 0,45+ 0,01 0,36 + 0,02
COT (mg kg™) 466,56 +21,74 509,76 £9,98 506,88 + 7,62 550,08 + 40,63 521,28 +2,88 510,91 + 16,57
MS (%) 93,57+ 0,06 92,74+0,14 92,63+0,10 925+ 0,17 925+0,05 92,79+ 0,10
Cinzas (%) 1,84+ 0,06 1,95+ 0,03 1,85+0,11 1,93+ 0,02 1,57 +0,36 183+ 0,11

1Para um volume de 1400 cm? para garantir as mesmas condi¢fes ambientais de desenvolvimento do fungo. 2Médias de
trés repeticbes por cada tratamento. pH: Potencial hidrogeniénico; CE: Condutividade elétrica; p: Densidade; COT:
Carbono organico total; MO: Matéria organica. Analises realizadas no Laboratorio de Matéria Organica do Solo
(Lab. MOS) UFPB no periodo de 2021.2 e 2022.1 por Robson E. P. Monteiro e J. Rafael Zarate-Salazar.
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4.6. Variaveis analisadas

Durante o ciclo produtivo do experimento, as variaveis analisadas foram: crescimento
micelial em substrato (CM), eficiéncia bioldgica (EB), taxa de producdo (Tp), periodo

produtivo (PP), precocidade (Pcd) e perda de matéria organica (PMO), descritas no Quadro 1.

Quadro 1. Variaveis produtivas analisadas no cultivo de P. ostreatus nos tratamentos com
diferentes proporc¢des de borra de café com bagaco de cana (%, V/v).

Varigvel Definicéo Formula Referéncia
Crescimento E a relagdo do VM = R ZARATE-
micelial em crescimento micelial do Tt SALAZAR et
substrato (mm fungo no periodo de al. (2020)
diat) incubacéo do substrato. Onde:

t = tempo de colonizac¢do em dias.
R = raio do pacote de cultivo expressado em
milimetros (mm), calculado como:
R= 3/% Xa Xb xXh
Sendo:
a = raio maior da base (mm);
b = raio menor da base (mm);
h = altura do pacote de cultivo (mm);
Eficiéncia E a relagio da massa EB = £ 100 ESTRADA &
bioldgica (%) fresca total dos ~ MSS PECCHIA
cogumelos sobre a massa (2017).
seca do substrato. Onde:
MFC = massa fresca dos cogumelos (g)
MSS = massa seca do substrato (g)
Taxa de E a porcentagem que se TP = @ 100 AVENDANO-
producéo (%) produz de cogumelo por ~pp* HERNANDE
dia no substrato Z&
utilizados Onde: SANCHEZ
EB= Eficiéncia biologica (%); (2013).
PP= Periodo de produgdo (dias).
Periodo E o periodo desde a PP = DUC — DIN ZARATE-
produtivo (dias)  inoculagdo e a ultima SALAZAR et
colheita. Onde: al. (2020).
DC-= Data da ultima colheita;
PP= Data de inoculacéo.
Precocidade E o intervalo de tempo (t1 +t2+¢t3) ZARATE-
(dias) médio que demora o Ped = NC SALAZAR et
fungo para produzir 0s al. (2020).
basidiocarpos apos ser Onde:
induzido t= Periodo entre a inducdo e a colheita
(dias);
NC= NUmero de colheitas.
Perda de Representa a MSI — SMS CARVALHO
Matéria decomposicédo do PMO = MSI x 100 et al. (2012).
Organica (%) substrato pelo fungo.
Onde:

MSI= Massa seca inicial (g);
SMS= Substrato p6s-cultivo de cogumelos

(9).

Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC (2021).
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4.7. Anélises dos substratos pos-cultivo de cogumelos (SMS)

Apos a terceira colheita, foi retirado o saco da unidade experimental identificada e
seca em casa de vegetacdo por trés dias, posteriormente seca em estufa por trés dias a uma
temperatura de 65°C. O SMS de cada unidade experimental foi fracionado com o intuito de
facilitar o armazenamento e retirada de resquicios do in6culo no centro da unidade

experimental, para ndo interferir nas analises quimicas.

Apos este procedimento, os SMS’s devidamente identificados, foram triturados em
moinho (1 mm) e guardados em sacos herméticos de plastico para posterior analises. Para
todas as analises, foram selecionadas trés repeticGes de cada tratamento, contemplando os

SMS’s e os substratos in natura.

Foram analisadas pH, condutividade elétrica (CE), densidade (p), carbono organico
total (COT), matéria seca (MS) e cinzas (CZ) de acordo com metodologia proposta pela

Embrapa (1997; 2011), conforme descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Protocolo para analise! da composicdo quimica dos substratos lignoceluldsicos in
natura e SMS? de P. ostreatus

Varlgvel Amostra | Reagentes |Procedimento Equipamento | Medida
analisada
pH e ) Em um copo de 50 mL, foi Potencidmetro
condutivida (29 Agua adicionada a amostra, 40 mL de .
e X . ) . : e Direta
de elétrica |amostra |destilada |agua destilada, misturada e deixada .
. condutivimetro.
(CE) em repouso por 30 minutos.
Em um tubete de 8 cm? foi
Densidade (p) | - preenchido com a amostra até Bala,n_(;a Indireta
completar todo seu volume e em analitica
seguida foi pesado.
Foi adicionado 5 mL de dicromato e
10 mL de &cido sulfarico, digeridos
Carbono 0.015 K2Cr.0O7, | em bloco digestor. Logo, adicionado
organico total a}nostrga FeSO4 0,4 |10 mL de &cido fosforico, Bureta Indireta
(COT) M completado a 50 mL com &gua
destilada e 3 gotas de difenilamina
para titulacdo com sulfato ferroso.
Matéria seca O cadinho foi seco em estufa a
(o]
(MS) e cinzas 19 10_5_ C e pesado. 1 g da amostracl) Seca | \1ufla Direta
amostra foi incinerada em mufla a 500 °C
(C2) .
por 4 horas e realizada a pesagem.

tAs analises foram realizadas no periodo 2021.2 e 2022.1 por Robson E. P. Monteiro e J. Rafael Zarate-Salazar no
Lab. MOS do Departamento de Solos e Engenharia Rural e Lab. Fibras do Departamento de Zootecnia. 2Substrato
pos-cultivo de cogumelos obtido ao final de 130 dias do cultivo de P. ostreatus.
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4.8. AnAlise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas com auxilio do Software R versdo 4.1.2 (R
CORE TEAM, 2021) e pacotes ExpDes (CAVALCANTI & BATISTA, 2021) os resultados
foram analisados com o teste de Tukey para verificar os critérios de normalidade e
homoscedasticidade até 5% de significancia (P>0,05), respectivamente. Sendo assim, 0s
resultados foram submetidos a ANOVA e, quando significativa, as médias foram analisadas

de acordo ao teste de Tukey até 5% significancia (P<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Crescimento micelial

Nos resultados obtidos, no crescimento micelial em substrato, observou-se diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos. Verificou-se que houve uma reducdo no
crescimento micelial na medida que a propor¢do da borra de café foi adicionada nas
formulacbGes de cada tratamento (Figura 10), em que o tratamento controle diferiu dos
tratamentos nas proporcdes de 50%, 75% e 100% de borra de café, houve uma queda de
aproximadamente 50%, passando de 4,59 mm dia® para 3,03, 2,49 e 2,24 mm dia®,
respectivamente. Sendo o tratamento com 25% de borra de café estatisticamente similar ao

controle com 3,82 mm dia™.
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Figura 10. Crescimento micelial em substrato da cepa PO/A02 de P. ostreatus, cultivado em
diferentes proporcGes de borra de café com bagaco de cana (%, v/v) em um periodo de 130
dias. Letras minusculas diferentes, indicam diferencas significativas de acordo ao teste Tukey
a 5% (P<0,05). Média £ SE, n =5.

Antes de discutir os efeitos observados dos tratamentos, é importante destacar que o
método de determinacdo do crescimento micelial em substrato, segundo Zarate-Salazar et al.
(2020), trata-se de uma metodologia que reduz o numero de avaliagdes e 0 manuseio
excessivo dos pacotes de cultivo, a qual garante maior controle da corrida micelial na fase
incubacdo em comparacgéo de outros trabalhos reportados por Thongklang (2016) e Mkhize et
al. (2017) que usam métodos manuais, de tal modo que consideramos que 0 comportamento
micelial responde apenas ao estimulo proporcionado pelas formulagdes de cada tratamento e

as caracteristicas intrinsecas fisicas e quimicas delas.
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Nessa ordem de ideias, a diminuicdo do crescimento micelial pelo aumento das
proporc¢des de borra de café observada nos resultados pode estar associado as caracteristicas
fisicas do substrato, como granulometria, densidade e porosidade, uma vez que, nas maiores
concentragdes de borra de café, o substrato se torna mais denso (0,45 g cm3, Tabela 5), o qual
ao ser mais compacto e menos poroso dificulta a troca gasosa dentro do substrato, afetando a
respiracéo celular, prejudicando a producéo de energia do fungo, assim dificultando o avanco
micelial (BELLETTINI et al., 2016), conforme observado na Figura 11.

VT e L N ST st 1O

Figura 11. Crescimento micelial em substrato da cepa PO/A02 de P. ostreatus em cada
tratamento apds 10 dias de incubacdo. Pacotes de cultivo da esquerda para a direita: 0%
(controle), 25%, 50%, 75% e 100% de borra de café (%, v/v). Fonte: Monteiro, R.E.P./GPEC
(2021).

Quanto aos aspectos quimicos do substrato, o crescimento micelial pode ser reduzido
pela presenca de cafeina e compostos fenélicos como o tanino, pois o fungo demandard uma
maior carga energética para decompor estes compostos. Comportamento semelhante ao
encontrado neste trabalho, foi observado por Carrasco-Cabrera et al. (2019), onde o
crescimento micelial in vitro de P. ostreatus foi inibido por meio das altas concentragdes da
cafeina, em que o fungo investe seu metabolismo para degradar a cafeina em paraxantina,
teofilina, teobromina, 7-metilxantina, 1-metilxantina e 3-metilxantina em vez de degradar a

lignina por meio das lacases que € importante para a etapa de crescimento micelial.

De acordo com Rampinelli (2016), ao estudar a utilizacdo de casca de banana para a
producdo de lacase por Pleurotus djamor, observou que a maior produgdo desta enzima foi
verificada na etapa de colonizacdo do substrato, e que confirma o suposto da composicédo do

substrato afetar o crescimento micelial.
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5.2. Eficiéncia biologica

De acordo com os valores obtidos para a eficiéncia bioldgica (Figura 12), verificou-se
que os tratamentos com adicdo da borra de café foram semelhantes entre si (P>0,05), sendo
superiores e diferindo estatisticamente do tratamento controle (P<0,05). Todos os tratamentos
com propor¢des de borra de café, 25% (EB=55,63%), 50% (EB=61,9%), 75% (EB=69,09%) e
100% (EB=60,02%) de borra de café, foram superiores ao tratamento controle (EB=40,3%)

em aproximadamente 40%.
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Figura 12. Eficiéncia biolégica da cepa PO/A02 de P. ostreatus cultivado em diferentes
proporcdes de borra de café com bagago de cana (%, v/v) em um periodo de 130 dias. Letras
minusculas diferentes, indicam diferencas significativas de acordo ao teste Tukey a 5%
(P<0,05). Média + SE, n =5.

De acordo com os dados observados, s6 pelo fato de adicionar borra de café a
formulacdo dos tratamentos, a eficiéncia bioldgica aumentou em quase 40%. Este
acontecimento provavelmente pode estar relacionado ao aspecto fisico, relacionado a massa
do substrato com maiores proporcoes de borra de café, na medida em que a massa aumenta,
isto em virtude da densidade e granulometria da borra de café (0,1 mm a 0,5 mm), a qual
proporciona maior area de superficie das particulas, possibilitando a transferéncia de massa

(nutriente e umidade) e desenvolvimento do fungo.

Segundo Owaid et al. (2015), ao estudarem a producédo de ‘cogumelo ostra’ a partir de
residuos oriundos de papeldo de reciclagem, observaram que o pequeno tamanho das
particulas do suplemento palha de trigo aumentou a area de superficie do substrato para o

crescimento micelial, apresentando influéncias positivas no rendimento e eficiéncia bioldgica.
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Para Holgado-Rojas et al. (2019), o tipo de substrato utilizado em seu trabalho,
influenciou na eficiéncia bioldgica de P. ostreatus, que apresentou uma eficiéncia de 43%
para cascas de milho e, ao acrescentar sabugo de milho e cascas de feijdo observou um
aumento na eficiéncia da producdo de cogumelos, atingindo 52,2% de eficiéncia. Semelhante
ocorréncia, também foi observada por Reis et al. (2010), onde ao suplementar o substrato
residuo de algoddo com farelo de arroz no cultivo de Pleurotus ostretusroseus, observaram
uma eficiéncia de 104%, sendo superior estatisticamente do tratamento sem suplemento (EB=
92,5%).

Para os aspectos quimicos do substrato na eficiéncia biologica, o substrato mais denso
tem mais massa, apresentando maiores concentrac@es de carbono (ver Tabela 5) deste modo,
quanto maior o teor de carbono o fungo tem mais estimulo para a secrecdo de enzimas.
Mesmo que o crescimento micelial seja retardado pela composi¢do do substrato, ao final da
colonizacdo, outras enzimas como celulases e hemicelulases atuam na decomposicdo do
substrato para a frutificacdo (SANCHEZ; ROYSE 2017).

Segundo Zarate-Salazar et al. (2020), a composi¢do quimica do substrato pode ter
influéncia no desempenho do cultivo, pois ao estudar o cultivo de quatro isolamentos de P.
ostreatus em dois substratos, o substrato restolho de milho com menor relacdo carbono-
nitrogénio (C/N= 67,12 mg g ") comparado ao substrato palha de arroz (C/N=71,85mg g 1),
foi o que demonstrou maior eficiéncia na producdo de cogumelos (EB= 84,63 a 102,94%),

com um aumento de quase 30%.

O aumento na eficiéncia da conversdo do substrato em cogumelos, pode estar
associado aos niveis de nutrientes disponiveis nas fracdes lignocelulésicas de cada substrato
para a bioconversdo pelo fungo, as quais tornam-se disponiveis pela decomposicao através
das enzimas lignoceluloliticas, que possibilitam a degradacdo de macromoléculas em
compostos de baixa massa molecular, isto é, de facil absorcao, possibilitando o crescimento e
frutificacdo (BRISSAC et al., 2018).

5.3. Taxa de producéo

De acordo com os dados obtidos para a taxa de producdo, foi constatado que as
diferentes proporcdes de borra de café em cada tratamento ndo apresentaram diferencgas
significativas entre si (P>0,05). Deste modo, todos os tratamentos apresentaram taxa de
producdo em média de 0,64% dia, obtida dos tratamentos com 0% (Tp= 0,57% dia™), 25%
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(Tp=0,71% diat), 50% (Tp= 0,71% dia*), 75% (Tp= 0,60% dia*) e 100% (Tp= 0,62% diat)
de borra de café, respectivamente.
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Figura 13. Taxa de producdo da cepa PO/A02 de P. ostreatus cultivado em diferentes
proporcdes de borra de café com bagago de cana (%, v/v) em um periodo de 130 dias. Letras
minusculas diferentes, indicam diferencas significativas de acordo ao teste Tukey a 5%
(P>0,05). Média + SE, n =5.

A taxa de producdo por ser uma variavel que esta associada a eficiéncia biologica,
desta maneira também sendo influenciada pela composicdo fisica e quimica do substrato,
como se observa no trabalho de Fonseca (2013), que verificou um aumento da eficiéncia ao
utilizar cascas de cupuacu suplementado com 20% de farelo de arroz.

Dados diferentes foram observados no trabalho de Avendafio-Hernandez e Sanchez
(2012), ao testarem 0 uso de autopasteurizacdo de substrato para o cultivo de cogumelos de
diferentes espécies de Pleurotus, a espécie P. ostreatus foi a que apresentou uma maior
eficiéncia biolégica e uma maior taxa de producdo, podendo este acontecimento estar
relacionado ao tipo de espécie utilizada, onde cada um se comporta de forma singular.
Diferente do observado neste trabalho, que apresentou resultados semelhantes entre si, 0 que
pode estar relacionado a linhagem utilizada, uma vez que de acordo ao observado por Zarate-
Salazar et al. (2020) para a linhagem PO/AQ2, esta apresenta baixa eficiéncia bioldgica, mas

menor periodo produtivo o qual aumenta significativamente a sua taxa de producéo.

Neste trabalho, todos os tratamentos foram padronizados quanto aos suplementos, com
a mesma proporcdo em massa da formulagdo (%, m/m) de serragem e farelo de trigo, 10% e

5%, respectivamente para cada tratamento. Deste modo, a serragem que apresentou ser um
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substrato menos denso (Tabela 4), possibilitou aeracdo nas propor¢des de borra de café e, o
farelo de trigo ingressou como fonte de nutrientes de facil utilizacdo, de tal forma que
possibilitou uma taxa de producdo semelhante entre todos os tratamentos testados, em virtude

do equilibrio entre a eficiéncia bioldgica e o periodo produtivo.

5.4. Periodo produtivo

Os dados obtidos para o periodo produtivo apresentam diferencas estatisticas (P<0,05)
entre as diferentes proporcdes de borra de café nos tratamentos. Todos os tratamentos com
borra de café foram estatisticamente semelhantes ao controle, exceto o tratamento com 75%
(PP=116 dias) de borra de café que apresentou diferencas estatisticas quando comparado com

o tratamento controle (PP=74 dias).
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Figura 14. Periodo produtivo da cepa PO/A02 de P. ostreatus cultivado em diferentes
proporcoes de borra de café com bagaco de cana (%, v/v) em um periodo de 130 dias. Letras
minusculas diferentes, indicam diferencas significativas de acordo ao teste Tukey a 5%
(P<0,05). Média + SE, n =5.

Este fendbmeno possivelmente pode ter sido influenciado pelo uso dos suplementos,
onde em estudos previos conduzidos durante o ano de 2020 pelo GPEC (dados ainda néo
publicados), no cultivo de P. ostreatus em borra de café sem o uso de suplementos, observou-
se que o periodo produtivo quando utilizado 25% (PP= 51 dias; EB= 44,63%) de borra de
café foi igual ao controle (PP= 51 dias; EB= 28,24%) e apresentou uma maior eficiéncia
bioldgica, e nas proporcdes a partir de 50% (PP= 75 dias; EB= 40,98%) de borra de café o

periodo produtivo aumentou e a eficiéncia bioldgica diminuiu. Neste trabalho néo se observou



37

esta tendéncia, podendo estar relacionado com o uso de serragem e farelo de trigo fornecendo

nutrientes.

Relacionando a eficiéncia biolégica com o periodo produtivo (Figura 14), observou-se
que P. ostreatus em um periodo de 116 dias atingiu sua maxima eficiéncia, bioconvertendo
para cada quilograma de substrato quase 700 gramas de cogumelos frescos. Dados
semelhantes foram constatados por Vega et al. (2006), em que verificaram ao utilizar a palha
de arroz e polpa de café no cultivo de Pleurotus djamor, as maiores producdes foram nos

niveis mais elevados de polpa de café.
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Figura 15. Eficiéncia bioldgica comparada com o periodo produtivo da cepa PO/A02 de P.
ostreatus, cultivado em diferentes proporcdes de borra de café com bagaco de cana (%, v/v)
em um periodo de 130 dias. Média + SE, n =5.

5.5. Precocidade

Para a variavel precocidade, constatou-se que que as diferentes propor¢des de borra de
café em cada tratamento ndo apresentaram diferencas significativas entre si (P>0,05). Deste
modo, todos os tratamentos apresentaram precocidade com média de 28,38 dias, obtida dos
tratamentos com 0% (Pcd = 37,67 dias), 25% (Pcd = 22,28 dias), 50% (Pcd = 24,50 dias),
75% (Pcd = 36,78 dias) e 100% (Pcd = 20,67 dias) borra de café.
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Figura 16. Precocidade da cepa PO/A02 de P. ostreatus, cultivado em diferentes propor¢oes
de borra de café com bagaco de cana (%, v/v) em um periodo de 130 dias. Letras minusculas
diferentes, indicam diferencas significativas de acordo ao teste Tukey a 5% (P<0,05). Média
+ SE, n =5.

Analisando os valores demonstrados pela precocidade, observa-se que esta associada
ao intervalo de tempo médio de producdo dos cogumelos ap6s a inducdo, verificou-se que ndo
houve diferencas ao utilizar a borra de café nas proporcdes testadas. Isso pode estar
relacionado a qualidade genética do fungo utilizado, uma vez que foi utilizado 0 mesmo
fungo, suplementos, condigdes ambientais controladas, deste modo constatou-se que P.

ostreatus possui um comportamento padréo por se tratar de uma mesma linhagem.

Comportamento diferente na precocidade foi observado por Reis et al. (2010), que ao
analisar substratos alternativos para o cultivo de Pleurotus ostreatusroseus e Pleurotus
florida, verificaram que a suplementacdo nao foi um fator que interferiu na precocidade de
Pleurotus ostreatusroseus, no entanto apresentou diferencas, sendo menor para a espécie
Pleurotus florida, evidenciando o comportamento diferente para cada espécie.

5.6. Perda de matéria organica

Em relacdo a perda de matéria organica (PMO), os resultados demostraram que néo
houve diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05). A qual apresentou uma perda de
matéria organica, em media, de 30,80 %, que foi obtida dos tratamentos com as propor¢des
testadas 0% (PMO = 32,80 %), 25% (PMO = 32,57 %), 50% (PMO = 30,75 %), 75% (PMO =
31,03 %) e 100% (PMO = 27,11 %) de borra de café.
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Figura 17. Perda de matéria organica da cepa PO/A02 de P. ostreatus, cultivado em diferentes
proporcbes de borra de café em um periodo de 130 dias. Letras minusculas diferentes,
indicam diferencas significativas de acordo ao teste Tukey a 5% (P<0,05). Média + SE, n =5.

Ao apresentar esta similaridade nos valores, o que demostra o potencial da espécie em
biodegradar o substrato na mesma relacdo, independente do substrato lignocelulésico
utilizado, neste sentido a PMO ocorre devido a remogdo pelo fungo de materiais, como
carboidratos com uso para o crescimento e formacdo dos basidiocarpos, além da perda de CO>
e HoO durante o seu metabolismo (SALES-CAMPOS; ANDRADE, 2011), ndo havendo
relacdo direta da eficiéncia bioldgica com a perda de matéria organica como evidenciado por
Sales-Campos et al. (2010) e Aguiar (2016).

Os dados demostram que houve uma degradacdo semelhante entre todos os
tratamentos com as propor¢des de borra de café, que também pode ser justificado pela
genética do fungo utilizado, deste modo, como neste trabalho s6 foi utilizada uma linhagem
de P. ostreatus ndo houve diferenca na decomposicdo do substrato. Esta perda de matéria
organica também foi reportada no trabalho de Zarate-Salazar et al. (2020), que ao utilizar a
mesma linhagem (PO/A02) observou valores médios proximos ao encontrado neste trabalho,

evidenciando a capacidade biodegradativa deste fungo sem selecdo de substrato.

Neste sentido, P. ostreatus possui capacidade de degradar substratos lignoceluldsicos,
transformando em alimento e gerando um substrato de facil decomposi¢do, tornando este
substrato com aptiddo agricolas para incorporagdo no solo com diversas propriedades como
fornecendo macronutrientes e possibilitando uma melhor porosidade e complexidade do solo
conforme Abreu et al. (2020).
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5.7. Auvaliacao do substrato pos-cultivo de Pleurotus ostreatus Jacq.

Para os resultados das andlises da caracteristica quimica dos substratos: pH,

condutividade elétrica (dS m™), densidade (g cm™), carbono organico total (mg kg™), matéria

seca (%) e cinzas (%), receberam uma analise descritiva agrupado na Tabela 7, apresentando

as caracteristicas quimicas com potencial uso agronémico dos SMS’s.

Tabela 7. Caracteristicas quimicas dos substratos pés-cultivo da cepa PO/A02 de P. ostreatus em diferentes proporgdes
de borra de café com bagaco de cana (%, v/v) ap6s 130 dias de cultivo.

Proporcao de borra de café (%, v/v)!

Variaveis/substrato

0% (Controle) 25% 50% 75% 100% Médias?
pH (20:1) 452+ 0,09 431+ 020 4,13+ 001 4,13+0,03 414+ 001 4,25+ 0,07
CE (dS m?) (20:1) 1,12+ 027 0,91 0,03 0,75+ 0,06 0,80+ 0,02 0,72 + 0,03 0,86 + 0,08
p (g cm?) 0,24+ 0,02 0,30+ 0,02 0,31+ 0,02 0,30 +0,00 0,37 £ 0,02 0,31+ 0,02
COT (mg kg?) 471,42 +24,06 462,81 +9,24 457,37 20,91 554,61+3,08 496,07 +18,49 488,46 + 15,16
MS (%) 96,43+ 0,32 97,28+ 0,19 97,71+ 0,17 97,95+0,09 9546+ 240 96,96+ 0,63
Cinzas (%) 268+ 017 2,53+ 0,08 2,33+ 0,14  228+0,02 2,18 £ 0,03 2,40 £ 0,09

1 Valores calculados de acordo com a porcentagem da borra de café (%, v/v) complementado com bagaco de
cana para um volume de 1,400 cm3. 2Média + SE, n =5. pH: Potencial hidrogenidnico; CE: Condutividade
elétrica; p. Densidade; COT: Carbono organico total; MO: Matéria organica. Analises realizadas no periodo de
2021.2 e 2022.1 por Robson E. P. Monteiro e J. Rafael Zarate-Salazar.

Para os valores médios obtidos para o pH como podemos observar, foi de 4,25,
embora sendo em condigdes &cidas isso ndo significa que torne um solo acido, pois este
substrato pode ser compostado previamente antes de ser incorporado ao solo. O pH é um
atributo importante e possui grande influéncia na absorcéo de nutrientes pelas plantas, quando
0 pH estd muito elevado ou muito baixo, a planta tem dificuldade em absorver os nutrientes
da solucéo do solo, que pode afetar seu crescimento e desenvolvimento (DORIGO; SARON,
2019).

De acordo com Taiz e Zeiger (2013), o crescimento e desenvolvimento das raizes,
bem como os microrganismos do solo sdo normalmente favorecidos em solos com valores de
pH entre 5,5 e 6,5, deste modo, com a incorporacdo do SMS ao solo, que € um substrato rico
em matéria organica, pode aumentar ou reduzir o pH do solo, por meio da liberagcdo de cations

ou mineralizacdo de formas organicas de N.

A condutividade elétrica é um parametro que nos permite entender a salinidade do
solo, logo, nos da uma ideia da quantidade de sais presentes no substrato, onde podemos
verificar que a salinidade nos substratos é adequada, possuindo valores médios entre 0,86 dS

m, ndo sendo prejudicial a uma planta ao ser incorporado ao solo.
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Ao compararmos os Vvalores antes (Tabela 5) e apds o cultivo de P. ostreatus (Tabela
7), houve apenas um pequeno aumento da CE em todos os tratamentos, nunca se tornando
mais salino, o que consideramos bom, uma vez que a CE pode exercer um efeito prejudicial a
planta respeito a absor¢do de agua e nutrientes, a faixa ideal de CE esta entre 0,7 a 2,0 dS m™
(ABREU et al., 2020), de modo que os SMS ndo causariam nenhum efeito negativo devido ao

se encontrar nessa faixa.

De acordo com os valores quantificados da densidade dos SMS’s, os resultados
demonstram valores médios proximos a 0,31 g cm3. Assim, verificamos que houve uma
reducdo em comparacao aos tratamentos antes do cultivo (Tabela 5) e ap6s 130 dias de cultivo
de P. ostreatus (Tabela 7), aumentando o volume por grama de massa, podendo ser (til para
retencdo de umidade, maior agregacdo do solo que posteriormente seria interessante verificar

em trabalhos posteriores.

Conforme podemos observar na Tabela 7, houve uma redugdo nos valores médios do
carbono organico total, passando de 510,91 mg kg™ para 488,46 mg kg?, podendo estar
associado a reducdo de lignina e compostos de alta massa molecular. Podemos interpretar
como uma maior facilidade da microbiota do solo a decompor este substrato. Seria
interessante ter os valores dos teores de nitrogénio para poder verificar se isso é observado na

relacdo C/N.

Analisando a matéria seca, um importante indicador de energia, proteina, minerais e
vitaminas no substrato, observou-se um aumento nos valores médios ao comparar 0S
substratos antes (Tabela 5) e apds 130 dias do cultivo de P. ostreatus (Tabela 7), passando de
92,79 % para 96,96 % estando relacionado os teores de cinzas que aumentaram a medida que

a matéria seca diminuiu.

O aumento na porcentagem de cinzas indicaria um aporte mineral, apds biodegradacao
microbiana, de nutrientes como célcio, que participa do desenvolvimento celular da planta e
dos frutos, magnesio, que é um elemento central da clorofila, manganés, que atua como
ativador de muitas enzimas e 0 zinco, que possui sua maior atuacdo no crescimento e
expansdo foliar (MENDES, 2007).

Como ja evidenciado, o cultivo de cogumelos além de gerar um alimento de alto valor
proteico e comercial, origina 0 SMS, que além de minimizar os impactos ambientais pelo

reaproveitamento dos residuos agricolas, pode beneficiar os solos e culturas agricolas, sendo
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necessarios estudos posteriores com a utilizacdo do potencial uso do SMS com a borra de café

na incorporagéo ao solo.

Diversos trabalhos evidenciam a utilizacdo do SMS como condicionador e fertilizante
do solo, obtendo resultados satisfatorios e promissores, como nos estudos desenvolvidos por
Zhang, Duan e Le (2012), que ao incorporar 0 SMS ao solo obtiveram maior rendimento no
cultivo de tomate e pepino, bem como exercendo diversos beneficios ao solo, como no
aumento de C e N organico do solo (GUMUS; SEKER , 2017), aumento de pH perto da faixa

da disponibilidade de nutrientes 5,5 e 6,5 (SOUZA, 2020) e apresentando-se como uma

alternativa de fertilizante orgénico no cultivo de alface (ABREU et al., 2020).
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6. CONCLUSOES

O uso da borra de café reduz o crescimento micelial no substrato a medida que

aumenta as proporcaes;

A aplicacdo da borra de café aumenta a eficiéncia bioldgica no cultivo de Pleurotus

ostreatus em todas as proporc¢oes utilizadas;

Pleurotus ostreatus tem a capacidade de degradar as diferentes proporcdes de borra de

café;

O substrato pos-cultivo de Pleurotus ostreatus com o uso da borra de café possui
grande potencial agrondémico para estudos posteriores, de acordo com os dados obtidos para

pH, condutividade elétrica, carbono organico total, matéria seca e cinzas.
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