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RESUMO

O bagaco de malte, principal residuo sélido da producdo de cervejas, foi utilizado com sucesso
para o cultivo micelial de trés espécies do género Pleurotus e para producdo de basidiomas de
P. djamor. O Brasil é o terceiro maior produtor de cervejas do mundo e gerou cerca de 2,5
milhdes de toneladas de bagaco de malte anualmente entre 2006 e 2016. Também chamado de
SBG (Spent Beer Grains), esse material lignocelulésico é abundante e subutilizado, disponivel
a um baixo custo e rico em proteinas e fibras. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
bagaco de malte como matéria-prima para o cultivo de micélio e basidiomas de Pleurotus spp.,
um género de importancia comercial. Foram descritas e analisadas as caracteristicas fisicas do
crescimento micelial de Pleurotus djamor, P. eryngii e P. ostreatus em meios de cultura a base
de batatas e a base de SBG. Para as trés espécies avaliadas, 0 meio de cultura SBG-Agar foi
colonizado tdo ou mais eficientemente que 0s meios de cultura a base de batatas. As
caracteristicas nutricionais do bagaco e a densidade micelial atingida sustentam a possibilidade
de se utilizar o residuo em projetos de micorremediacdo, producdo de biomateriais e como
alimento. Em sequéncia, foi avaliado o cultivo de Pleurotus djamor em seis diferentes
substratos formados por 20% farelo de trigo, 2% CaCO3 e propor¢des variaveis de SBG e
serragem de Eucalyptus sp. A maior eficiéncia bioldgica (55,0%) foi atingida no substrato
contendo 45% SBG, enquanto a corrida micelial mais rapida ocorreu nos tratamentos com 15 e
30% SBG. De forma geral, as caracteristicas fisicas do residuo séo consideradas ideais para o
cultivo de fungos, porém o alto teor de nutrientes e umidade facilita o aparecimento de
contaminac0es, exigindo a utilizacdo rapida apds a producdo e um processo de desinfecgdo
eficiente. O cultivo de fungos em bagaco de malte pode ser uma eficiente estratégia para
aproveitar o potencial energético desse residuo agroindustrial e futuros estudos devem avaliar
também outras espécies e formulagdes de substrato.

Palavras-chave: SBG. Cevada. Cogumelos.



ABSTRACT

Malt bagasse, the major solid residue from the brewing process, was successfully used for the
mycelial cultivation of three species of the genus Pleurotus and basidiome production of P.
djamor. Brazil is the third largest beer producer worldwide, and from 2006 to 2016 has
generated 2.5 million tons of the residue, annually. Also known as SBG (Spent Beer Grains),
this lignocellulosic material is abundant and underused, available at low costs and rich in
proteins and fibers. The aim of this study was to evaluate malt bagasse as a raw material for
Pleurotus spp. mycelium and basidiome cultivation. Physical characteristics of the mycelial
expansion of Pleurotus djamor, P. eryngii and P. ostreatus were described and evaluated for
potato- and SBG-based growth media. For all the three species analysed, SBG-based growth
media was colonized as or more efficiently than potato-based growth media. Both the
nutritional characteristics of the bagasse and the great mycelial density achieved sustain the
possibility of employing the residue as food and in mycoremediation and biomaterials projects.
Subsequently, the cultivation of Pleurotus djamor on six different substrates made of 20%
wheat bran, 2% CaCO3 and variable proportions of SBG and Eucalyptus sp. sawdust was
evaluated. The treatment with 45% SBG achieved the highest biological efficiency (55,0%),
whilst the fastest mycelial running was obtained on substrates composed of 15 and 30% SBG.
In general, SBG’s physical characteristics are considered ideal for fungal cultivation, although
the high nutrient and water content favour contaminants, therefore requiring an efficient
disinfection process and a quick use after production. Mycelium and mushroom cultivation on
malt bagasse might be an efficient strategy to harness the energetic potential of this
agroindustrial residue and future studies should evaluate its use in different substrate
formulations and for other species cultivation.

Key-words: SBG. Barley. Mushrooms.
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1 INTRODUCAO

Em 2016, a producéo de cerveja no Brasil alcancou a marca de 14,1 bilhdes de litros/ano,
colocando o pais como o terceiro maior produtor mundial, atras apenas dos Estados Unidos da
América e da China (Cervbrasil, 2016). O nimero de cervejarias tem aumentado em todo o
pais, com mais de 1200 empreendimentos registrados em 2019. A regido Sul destaca-se com o
maior numero de cervejarias — 515 estabelecimentos — o que corresponde a 42,5% do total
(Marcusso & Muller, 2020).

O bagacgo de malte (SBG — Spent Beer Grains) € o principal residuo das cervejarias:
corresponde a 85% do material sélido descartado. O residuo € originado no inicio do processo
de producdo de cervejas, quando ocorre a filtracdo do mosto (cevada germinada e moida
misturada com agua) precedendo a fervura (Reinold, 1997). A composic¢do quimica do SBG
varia, porém o residuo pode ser considerado, de forma geral, um material lignocelulésico rico
em proteinas e fibras, que correspondem a cerca de 20 e 70% de sua composicdo,
respectivamente (Mussatto, Dragone & Roberto, 2006).

Estima-se que, para cada 100 litros de cerveja, cerca de 20kg de SBG sejam produzidos
(Reinold, 1997). Gerado em larga escala durante todo o ano, € um material disponivel
gratuitamente ou com baixo custo (Mussatto, Dragone & Roberto, 2006). Considerando que 0
volume médio anual de producéo de cerveja no Brasil entre 2006 e 2016 foi de 12,8 bilhdes de
litros (Marcusso & Muller, 2017), cerca de 2,5 milhdes de toneladas de SBG foram produzidos
anualmente nesse periodo.

Cogumelos comestiveis do género Pleurotus (Fr.) P. Kumm. (popularmente conhecidos
como cogumelos ostra) sdo mundialmente cultivados com objetivos comerciais, e
correspondem a cerca de 19% da producdo total de cogumelos (Royse, Baars & Tan, 2017).
Devido a capacidade de sintese de enzimas hidroliticas (celulases e hemicelulases) e oxidativas
(ligninoliticas), muitas espécies desse género apresentam excelentes taxas de crescimento e
producdo de basidiomas em residuos lignocelulésicos diversos (Mikiashvili et al., 2006).

Nobles (1948), buscando uma maneira de identificar espécies de fungos decompositores
de madeira através do micélio somatico, avaliou caracteristicas macro e microscépicas do
crescimento micelial de 126 espécies. O protocolo desenvolvido, apesar de ndo possibilitar a
identificacdo de espécies, € uma excelente ferramenta para conhecer e comparar as
particularidades do crescimento micelial (em laboratério) de diferentes espécies/variedades em
meios de cultura. Caracteristicas como velocidade e vigor de colonizagdo, coloracdo e

resisténcia a contaminagfes podem auxiliar na escolha de espécies/variedades e meios de
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cultura adequados para producao comercial de fungos comestiveis, medicinais e com potencial
biotecnoldgico.

Wang, Sakoda & Suzuki (2001) avaliaram o uso de SBG como substrato para cultivo
de Pleurotus ostreatus (Jacgq.) P. Kumm. atingindo resultados promissores. O residuo
lignocelulosico foi considerado adequado para o cultivo de cogumelos ndo apenas devido ao
seu alto conteido de proteinas e fibras, mas também por causa de suas propriedades fisicas,
como tamanho de particulas, peso em volume, porosidade e capacidade de retencéo de agua.
Gregori et al. (2008) confirmaram que o SBG pode ser utilizado para o cultivo de P. ostreatus,
ainda que quantidades significativas de basidiomas tenham sido produzidas somente quando
baixas proporcfes do residuo foram utilizadas nas preparaces de substrato. Os resultados
foram, de certa forma, contrastantes com o do trabalho anterior, visto que nao foi possivel
cultivar cogumelos em substratos contendo mais que 20% de SBG. Apesar disso, 0 micélio
apresentou crescimento rapido e consistente em todas as formulages de substrato, indicando
que o substrato miceliado pode ser utilizado com outros fins, como em projetos de
micorremediacdo e para alimentacdo animal.

Relativamente poucos estudos foram desenvolvidos até 0 momento avaliando o uso de
SBG como substrato para cultivo de cogumelos e producdo de micélio. No que diz respeito as
espécies do género Pleurotus, os trabalhos disponiveis na literatura cientifica em geral foram
baseados na espécie-modelo P. ostreatus (Wang, Sakoda & Suzuki, 2001; Gregori et al., 2008;
Rugolo et al., 2020) ou em P. pulmonarius (Fr.) Quél. (Lara, Arias & Villasefior, 2002) e P.
albidus (Berk.) Pegler (Stoffel et al., 2019). As conclus@es diferentes e até contrastantes que 0s
estudos anteriores obtiveram evidenciam uma necessidade de realizacdo de mais testes. Além
disso, outras espécies de cogumelos comercialmente relevantes, como P. djamor (Rumph. ex

Fr.) Boedijn e P. eryngii (DC.) Quél., ainda ndo foram avaliadas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

- Descrever e comparar o crescimento de Pleurotus spp. em diferentes meios de cultura;
- Avaliar o desempenho do bagaco de malte (SBG) como meio de cultura e componente

de substrato para o cultivo de Pleurotus djamor.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o SBG como fonte de nutrientes para o cultivo micelial de Pleurotus djamor, P.
eryngii e P. ostreatus, comparando o crescimento com meios de cultura a base de amido
e aclcares (meio agar batata caseiro e comercial);

- Avaliar a corrida micelial de uma cepa de Pleurotus djamor em formulaces de
substrato com diferentes proporc¢des de SBG;

- Determinar a taxa de converséo de biomassa de substrato em basidiomas (Eficiéncia
Biologica — EB) de P. djamor em formulagdes de substratos com diferentes propor¢oes
de SBG.

3 MATERIAL E METODOS

O bagaco de malte foi doado pela Cervejaria Refugio, localizada em Floriandpolis-SC,
e armazenado em sacos plasticos por cerca de 6h para que 0 excesso de agua escoasse para 0
fundo. Os sacos foram transportados até o Laboratério de Micologia (MICOLAB-UFSC), onde
os experimentos foram conduzidos. Amostras da superficie e do fundo dos sacos foram
coletadas para avaliacdo do teor inicial de umidade. O restante do residuo foi desidratado em
estufa a 75°C por 18h.

Todos os procedimentos de repique e inoculacdo foram realizados em sala desinfetada,
em camara de fluxo laminar, utilizando o calor seco de uma lamparina e alcool 70° INPM para
assepsia dos equipamentos. As culturas utilizadas no experimento foram isoladas a partir de
basidiomas provindos de variedades comerciais cultivadas em Frei Rogério-SC (Pleurotus
ostreatus AFJ29 e P. eryngii AFJ31) e Floriandpolis-SC (P. djamor AFJ24). Vouchers das trés
espécies foram depositados no Fungario FLOR e as culturas mantidas na colecdo do
Laboratorio de Micologia - UFSC. As condicGes abioticas para as etapas de corrida micelial e
cultivo de basidiomas de P. djamor foram estabelecidas de acordo com Stamets, 1993.
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3.1 TEOR DE UMIDADE DO SBG

Depois do periodo de descanso de 6 horas para o escoamento da &gua, 3 amostras de
SBG do fundo do saco e 3 amostras da superficie foram coletadas, com 10g cada. O teor de
umidade do material foi calculado a partir da variacdo da massa de cada amostra antes e depois
da desidratacédo a 75°C por 36h.

3.2 CRESCIMENTO MICELIAL EM MEIOS DE CULTURA

O crescimento micelial em placas de Petri foi avaliado considerando a velocidade de
crescimento, presencga de contaminac@es, aspecto da zona de avanco, cor e textura do micélio
(adaptado de Nobles, 1948). Trés diferentes meios de cultura foram comparados: Batata-
Acucar-Agar (BAA), como descrito por Bononi et al., 1995; Batata-Dextrose-Agar (BDA) da
marca Merck™ & SBG-Agar com 4g de SBG desidratado por placa (SBG). As placas e os
meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121°C por 20min. Apoés verter e esfriar o
meio, as placas foram inoculadas e acondicionadas em camara do tipo BOD a 23+3°C.

Os aspectos fisicos foram visualmente determinados e o diametro do micélio foi medido
diariamente em duas dimensdes separadas por um angulo de 90°, a partir das quais obteve-se
uma média. O inoculo foi posicionado no centro da placa, de forma que a colonizacéo foi
considerada finalizada quando o micélio atingiu o diametro de 9cm, alcancando as bordas da
placa em todas as direcdes. Para a andlise de coloracdo, foi utilizado o Online Auction Color
Chart (Kramer, 2004). Cada tratamento foi feito em 5 réplicas e uma meédia dos resultados foi
obtida para analises. O experimento teve duracao de 20 dias.

3.3 CORRIDA MICELIAL

Seis diferentes formulacdes de substratos (Tabela 1), todas com 65% de umidade e
contendo proporgdes variaveis de SBG e serragem de Eucalyptus sp., 20% farelo de trigo e 2%
CaCO3 foram usadas para preencher tubos de borossilicato (150mm compr. x 21,6mm
didmetro) com aberturas em ambas as extremidades para analisar a corrida micelial. Cada
formulacdo foi feita em triplicata. A densidade de empacotamento foi mantida a 60g/100ml e
ambas as aberturas foram fechadas com tampdes de algodao e gaze (Figura 1a). Os tubos foram
esterilizados em autoclave a 121°C por 60min. Os substratos foram inoculados, em uma das
faces, por um fragmento micelial com o mesmo diametro do tubo, previamente cultivado em

meio BDA por 7 dias.
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Tabela 1. Composicdo dos substratos utilizados para o cultivo de basidiomas e corrida
micelial de Pleurotus djamor.

Bagacode  Serragem de Farelo de CaCO3
Malte Eucalyptussp.  Trigo (%)
(%) (%) (%)

1 0 78 20 2

2 15 63 20 2

3 30 48 20 2

4 45 33 20 2

5 60 18 20 2

6 75 3 20 2

Fonte: Elaborada pelo autor

Os tubos foram mantidos em camara de crescimento a 24+2°C e 85£5% de umidade
relativa, com troca de ar 3 vezes ao dia. A distancia entre o ponto de inoculacéo e o apice do
micélio foi diariamente mensurada (Figura 1b-d) por 17 dias, até que o micélio em todos 0s

tubos atingisse a marca de 8cm de comprimento.

3.4 DESENVOLVIMENTO DE BASIDIOMAS
3.4.1 Preparo do indculo (Spawn)

Gréos de trigo foram deixados de molho por 12h, cozidos por 10 min e peneirados para
retirar 0 excesso de agua. Dezoito potes de vidro de 15mL com tampas de polipropileno (PP)
foram preenchidos com 5g de graos de trigo e esterilizados a 121°C por 30min. Os potes foram
inoculados com micélio de Pleurotus djamor previamente cultivado em meio BDA. A
colonizacdo se deu em camara de cultivo do tipo BOD a 25+2°C por cerca de 10 dias, até que

0s gréos estivessem completamente colonizados (Figura 2a).
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Figura 1. Corrida micelial de Pleurotus djamor em substratos com diferentes proporcdes de
bagaco de malte. a) Substratos posicionados em tubos de borossilicato com tampdes de
algod@o em ambas as extremidades; b) Substratos inoculados, ao terceiro dia de colonizagéo;
c) Substratos ao oitavo dia de colonizagéo; d) Substratos ao décimo-quarto dia de
colonizagdo.

3.4.2 Preparo do substrato e inoculacéo

Potes de vidro de 120ml (Figura 2b) foram preenchidos com os substratos descritos na
tabela 1 em uma densidade de empacotamento de 60g de substrato por 100ml de volume e
fechados com tampas de metal perfuradas (furos de 5mm preenchidos com estofamento
sintético), cada um em trés réplicas. Os recipientes foram autoclavados a 121°C por 120 min.
Apos resfriar, os substratos foram inoculados com cerca de 10% do seu peso de indculo (spawn)
de Pleurotus djamor, preenchendo sulcos feitos na parte central do substrato (Figura 2c).
Durante a colonizacéo, os potes foram mantidos fechados em cdmara de cultivo do tipo BOD a
25+2°C.

3.4.3 Colheita e analises

Assim que o substrato foi completamente colonizado, cerca de 10 dias ap6s inoculacéo
(Figura 2e), os potes foram abertos e transferidos para uma camara de incubacéo a 24+2°C e
85+5% de umidade relativa, com troca de ar 3 vezes ao dia. Apos crescimento dos basidiomas
e antes da inversdo das bordas do pileo (Figura 2d), os cogumelos foram colhidos e a massa
fresca foi determinada.
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A eficiéncia bioldgica (EB) de cada réplica foi calculada dividindo a massa de
basidiomas frescos pela massa inicial de substrato seco, multiplicados por 100 (Chang, Lau &
Cho, 1981; Gregori et al., 2008). Em seguida, para testar se houve influéncia do substrato na
EB, uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada e os resultados foram apresentados na
forma de boxplot. A medida de tendéncia escolhida para representar os resultados foi a mediana
dos resultados, porque essa medida ndo da tanto peso a valores discrepantes, auxiliando no
entendimento de tendéncias centrais. Todas as analises estatisticas e graficos foram elaborados

utilizando a plataforma R (R Core Team, 2016) e o programa Illustrator CC (Adobe Inc, 2016).

Figura 2. Preparo de substrato e colheita. a) In6culo (spawn) colonizado com micélio de
Pleurotus djamor; b) Indculo e recipientes de cultivo em camara de fluxo laminar; ¢) Sulco
central nos recipientes de cultivo para inoculagdo; d) Basidiomas recém-colhidos, antes da
inversdo das bordas do pileo; e) Recipientes de cultivo colonizados com micélio de P. djamor.

4 RESULTADOS
4.1 TEOR DE UMIDADE DO SBG

Dentre as amostras testadas, aquelas coletadas do fundo do recipiente de transporte
apresentaram o maior teor de umidade, variando entre 78% e 79,4%. As amostras de superficie

apresentaram menor teor de agua, entre 72,8% e 72,9% (Tabela 2).
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Tabela 2. Teor de umidade de amostras de bagago de malte (SBG - Spent Beer Grains)

recém-coletadas.

Teor de
Amostras umidade

(%)
79,4
78,0 78,66
78,6
72,9
12,8 72,83
72,8

Média
(%)

pund®

S\.\Pef"‘de

WINIFRP|IWIN] -

Fonte: Elaborada pelo autor

4.2 CRESCIMENTO MICELIAL EM MEIOS DE CULTURA

Dentre todas as placas de Petri preparadas e inoculadas (45, no total), apenas 1
apresentou contaminacao e nao foi considerada nas analises (Pleurotus djamor em meio Batata-
Aclcar-Agar). De forma geral, as caracteristicas “aspecto da zona de avango” e “textura do
micélio” mantiveram-se indistintas entre 0s trés tratamentos para todas as espécies; Pleurotus
ostreatus, P. djamor e P. eryngii apresentaram zona de avanco uniforme e adpressa, bem como
foram caracterizados por uma textura algodonosa do micélio em placas com crescimento inicial.
Ainda assim, a diferenca na textura gradualmente tornou-se evidente conforme o meio foi
colonizado: o micélio tendeu a colapsar em todas as espécies, tornando-se feltro-lanoso em P.
ostreatus, flocoso em P. djamor e feltro-lanoso com aspecto pulverulento em P. eryngii.

29 ¢

Os aspectos “velocidade de crescimento”, “cor” e outras anotacdes individuais estdo
apresentados de forma comparativa entre os trés meios de cultura distintos para cada espécie.
Observagdes detalhadas do crescimento micelial podem ser encontradas no apéndice. A Figura
3 apresenta o tempo despendido (em dias) para colonizagdo completa do meio de cultura (r =

45mm) em cada tratamento nas trés espécies avaliadas.
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Figura 3. Tempo para colonizacgo total dos meios de cultura por Pleurotus djamor, P.
ostreatus e P. eryngii. Simbolos representam o tratamento: Circulo - Batata-AcUcar-Agar
(BAA); Quadrado - Batata-Dextrose-Agar (BDA); Losango - Bagaco de Malte-Agar (SBG).

4.2.1 Pleurotus ostreatus

De forma geral, P. ostreatus apresentou o crescimento mais rapido dentre as trés
espécies, com todas as placas completamente colonizadas entre 5 e 7 dias, em todos 0s meios.
A colonizacdo mais rapida aconteceu no meio BAA, atingindo os 9cm didm. entre 5 e 6 dias,
com micélio delgado e bastante aderido ao meio de cultura. Nos meios BDA e SBG o micélio
organizou-se em tufos levemente erguidos, formando linhas concéntricas e dando aspecto

zoneado as culturas (Figura 4a).

Em todos os meios, a coloracdo do micélio foi inicialmente branca (OAC909) e alterou-
se com o crescimento, em alguns casos apresentando goticulas de exsudato. As cores variaram
entre amarelado (OAC852), salmdo (OAC633) e alaranjado (OAC790), e em todas as placas o
meio de cultura apresentou alteracdo da cor conforme a cor do micélio quando observado pelo
verso da placa. As placas do meio BAA apresentaram pontos e linhas negras no meio de cultura
(Figura 4b).
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4.2.2 Pleurotus djamor

Para P. djamor, a colonizacdo total da placa levou de 6 a 9 dias, sendo a mais rapida no
meio BAA. Neste meio o micélio se desenvolveu com aparéncia notavelmente delgada e
retilinea, mantendo-se aderido ao meio de cultura. Somente ao atingir as bordas das placas
comegou a ganhar volume e erguer-se. Nos meios BDA e SBG, pelo contréario, o micélio
cresceu de forma constante e consistente, apresentando tufos erguidos e aspecto zoneado muito
bem demarcado. Em BDA o micélio colapsou apos algum tempo, e em SBG se mostrou

especialmente denso e consistente.

A coloracdo do micélio iniciou branca (OAC909), passando por tons amarelados
(OACO004) e/ou alaranjados (OAC611 e OAC852) em todos os meios, tendendo a estabelecer-
se com a cor rosada (OAC618), exceto no meio BDA. Em todos 0s meios, a0 menos uma das
réplicas apresentou aparecimento de primordios nas margens das placas (Figura 4c).

4.2.3 Pleurotus eryngii

Para P. eryngii, a coloracdo do micélio ndo se alterou em nenhum dos meios de cultura,
permanecendo branca (OAC909) do inicio ao fim. O tempo de colonizagdo variou entre 9 e 15

dias, sendo que o melhor desempenho foi atingido em meio BAA.

Dentre as trés espécies analisadas, P. eryngii foi a que menos apresentou variacdo em
caracteristicas fisicas durante o crescimento nos trés meios de cultura distintos. De forma geral,
apresentou textura algodonosa no inicio e posteriormente colapsada, com aspecto pulverulento.
Em todos os meios o micélio alcancou alta densidade, com hifas entrelacadas e tufos em alguns
pontos, porém em meio SBG o micélio pareceu mais vigoroso, formando corddes hifais
distintos (Figura 4d).

4.3 CORRIDA MICELIAL

Ao 17° dia de acompanhamento, em todos os tratamentos avaliados, o micélio de
Pleurotus djamor ultrapassou a marca de 8cm de comprimento. Os primeiros a atingir a marca
foram os tratamentos 2 (15% SBG) e 3 (30% SBG), seguidos pelos tratamentos 1 (0% -
Controle), 4 (45%), 5 (60%) e 6 (75%), respectivamente. A Figura 5 apresenta a média de

crescimento micelial a cada dia nos diferentes substratos avaliados.
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Figura 4. Crescimento micelial em placas de Petri. a) Micélio zoneado de Pleurotus ostreatus
em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), 8 dias apds inoculagio; b) Meio de cultura
com coloracgéo alterada, pontos e linhas negros. Pleurotus ostreatus em meio de cultura
Batata-Actcar-Agar (BAA), 20 dias ap6s inoculagio; c) Basidiomas de P. djamor crescendo
na lateral da placa, meio de cultura BDA, 23 dias ap6s inoculagdo; d) Micélio de P. eryngii
em meio de cultura Bagaco de Malte-Agar (SBG), 10 dias apds inoculago.

4.4 DESENVOLVIMENTO DE BASIDIOMAS

Na etapa de desenvolvimento de basidiomas e avaliagdo da eficiéncia bioldgica dos
substratos foi necessario um periodo e processos de adaptacdo da técnica para reduzir eventuais
contaminagdes do substrato. Na primeira tentativa (dados ndo mostrados), o substrato foi
autoclavado por 60min e inoculado por um fragmento micelial de 1cm de didmetro previamente
cultivado em meio BDA. Todos os substratos contaminaram. Na segunda tentativa, cujos
resultados sé@o considerados para esse trabalho, o tempo de esterilizacdo do substrato foi
ampliado para 120min e a inoculacdo ocorreu com spawn de trigo, conforme descrito nos
materiais e métodos. Ainda assim, uma das réplicas dos substratos 2 (15% SBG), 3 (30% SBG),
5 (60% SBG) e 6 (75% SBG) apresentou crescimento de fungos de coloracdo esverdeada
(possivelmente género Trichoderma) durante a incubacdo e precisou ser descartada. Essas
amostras foram desconsideradas nas analises.
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Figura 5. Crescimento micelial de Pleurotus djamor em diferentes formulacdes de substrato.
Os nimeros 1-6 indicam os tratamentos descritas na Tabela 1, destacando o percentual de
bagaco de malte presente em cada um. O tamanho do micélio apresentado é a média com

desvio-padréo das triplicatas para cada tratamento.

A mediana da eficiéncia biologica (EB) em todos os tratamentos avaliados variou entre
26% no substrato contendo 15% de bagaco de malte (tratamento 2) e 55% naquele contendo
45% (tratamento 4). Observou-se uma tendéncia a obtencdo de melhores indices de EB nos
tratamentos contendo proporg¢des intermedidrias de bagaco de malte (Figura 6), apesar de
andlises de variancia (ANOVA) demonstrarem que nao houve diferenca estatistica significativa

(p>0,05) entre as amostras.
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Figura 6. Boxplot apresentando a Eficiéncia Bioldgica (EB) de Pleurotus djamor em
diferentes tratamentos. Os substratos 1-6 sdo os descritos na Tabela 1. Em destaque, as
diferentes propor¢oes (%) de bagaco de malte em cada tratamento.

De forma comparativa, a Figura 7 apresenta a mediana da eficiéncia bioldgica observada
em cada tratamento e o crescimento micelial madximo, ou seja, a colonizacéo atingida pelo
micélio de P. djamor no experimento de avaliacéo da corrida micelial ao 17° dia de crescimento.
Nos tratamentos com maior quantidade de SBG em relacdo a serragem, apesar da colonizagédo

ter ocorrido mais lentamente, a densidade e vigor do micélio visualmente estimados foi maior.
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Figura 7. Eficiéncia Biologica (EB) e Crescimento Micelial Maximo aos 17 dias de Pleurotus
djamor em substratos contendo diferentes proporc¢des de Bagaco de Malte (SBG - Em
destaque). Os tratamentos sdo os descritos na Tabela 1.

5 DISCUSSAO

Nesse estudo demonstramos a viabilidade do cultivo de Pleurotus djamor em substratos
a base do principal residuo de cervejarias, 0 bagaco de malte, desde a etapa de expansdo de
culturas miceliais em placas de petri até o crescimento consistente de micélio e basidiomas em
substratos completos. Foram apresentadas comparaces e descri¢fes de diversos parametros do
crescimento micelial de Pleurotus djamor, P. eryngii e P. ostreatus em um meio de cultura
largamente utilizado (BDA), outro comumente utilizado em cultivos caseiros/artesanais (BAA)

e em um meio de cultura mais barato e de simples preparo a base de bagaco de malte (SBG).

Sendo o bagaco de malte um recurso subutilizado e disponivel a um baixo custo durante
todo 0 ano (Mussatto, Dragone & Roberto, 2006), emprega-lo como substrato € uma alternativa
capaz de reduzir o desperdicio e baratear os custos com o cultivo de cogumelos, atividade que

tem crescido no Brasil nos Gltimos anos (Sao Paulo, 2019).
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5.1 CRESCIMENTO MICELIAL EM MEIOS DE CULTURA

Meios de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) s&o largamente utilizados para o cultivo
micelial de diferentes espécies de fungos por serem pouco seletivos (Himedia Laboratories,
2019; Neogen, 2020). Apesar disso, podem ser inacessiveis para cultivadores iniciantes, que
muitas vezes dispdem de recursos financeiros limitados. O bagaco de malte, por outro lado, é
uma rica fonte de nutrientes com potencial para uso em diversos setores da economia, mas que
ainda é muitas vezes visto como um problema para as cervejarias, as quais precisam dar uma
destinagdo adequada ao abundante residuo (Bolwig et al., 2019). A possibilidade de utilizar
esse recurso para o cultivo de cogumelos desde a etapa de crescimento micelial proporciona

uma reducdo de custos com insumos e potencializa a utilizacdo de um material subexplorado.

DescricOes detalhadas de caracteristicas de crescimento micelial em diferentes meios de
cultura disponibilizam a produtores de fungos, mic6logos e pesquisadores informacdes valiosas
sobre o ciclo de vida e parametros de cultivo das espécies (Atri, Sharma & Gulati, 2012). O
género Pleurotus é o segundo mais cultivado em todo o mundo (Royse, Baars & Tan, 2017) e
possivelmente o mais versétil. Diferentes espécies sdo largamente exploradas ou apresentam
potencial para uso alimentar, medicinal e biotecnoldgico (Cerimi et al., 2019; Gregori, Svagelj
& Pohleven, 2007; Golak-Siwulska et al., 2018; Sekan et al., 2019). O meio de cultura utilizado
para crescimento micelial impacta diretamente na morfologia e fisiologia do fungo (Sekan et
al., 2019), e conhecer as caracteristicas de crescimento permite avaliar e adequar o cultivo para

0s mais variados fins.

Meios de cultura que promovem um crescimento micelial acelerado, como Batata-
Aclcar-Agar, podem ser utilizados quando se busca obter rapida colonizagio do meio, visando
a subsequente producéo de spawn, por exemplo. A consisténcia e densidade micelial observada
para as espécies de Pleurotus cultivadas em meio de cultura a base de SBG, por outro lado
viabilizam a utilizacdo desse residuo com fins biotecnoldgicos e alimentares diversos. Stoffel
et al., 2019 avaliaram o conteddo nutricional de farinhas produzidas a partir do micélio de
Pleurotus albidus cultivado em substratos a base de SBG, ao que foi observado aumento
significativo da qualidade nutricional do residuo, indicando potencial uso alimenticio do
préprio micélio. Ainda, diversas patentes concedidas nos ultimos anos tem demonstrado um
crescente interesse em se utilizar micélio fungico para a producdo de biomateriais (Cerimi et
al., 2019), cujas caracteristicas mecénicas, quimicas, morfologicas e hidrodindmicas sdo
determinadas de acordo com o substrato utilizado (Haneef et al., 2017), o que indica o potencial

de uso de diferentes substratos em projetos com objetivos distintos.
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Pleurotus eryngii, dentre todas as espécies avaliadas, apresentou o crescimento micelial
mais lento em todos os meios de cultura. Notavelmente, o crescimento em meio BDA ocorreu
em 15 dias apos a inoculacdo, o que parece demonstrar menor eficiéncia do fungo em utilizar
0S recursos nesse meio de cultura. Resultado similar foi encontrado por ZAGREAN et al., 2016,
em um estudo que demonstrou que a velocidade de crescimento de P. eryngii foi
consideravelmente menor em meio Batata-Dextrose-Agar do que em meio Extrato de Malte-

Agar.
5.2 CORRIDA MICELIAL E EFICIENCIA BIOLOGICA DE Pleurotus djamor.

A eficiéncia biologica (EB) € uma medida que descreve a taxa de conversao de substrato
em basidiomas, ou seja, 0 quanto uma espécie ou cepa € capaz de aproveitar 0S recursos
disponiveis e transforma-los em massa de estruturas reprodutivas (Chang, Lau & Cho, 1981,
Wang, Sakoda & Suzuki, 2001). A corrida micelial representa a velocidade com que o micélio
¢ capaz de colonizar o substrato, e esta relacionada tanto a fatores fisico-quimicos da
formulacdo utilizada quanto com variagbes de expressdo enzimatica entre as espécies e
condigdes ambientais (Assan & Mpofu, 2014; Stamets, 1993; Zervakis et al., 2001).

De forma geral, a corrida micelial apresentou melhores resultados em substratos com
menores quantidades de bagaco de malte, atingindo crescimento maximo de 8,9 cm ao 17° dia
nos substratos com 15 e 30% do residuo, e somente 8,1cm em substratos com 60% SBG. O
percentual de bagaco de malte em relagdo a serragem na formulacéo altera caracteristicas fisicas
e quimicas do substrato, como as proporcdes entre carbono e nitrogénio, celulose e lignina e a
porosidade (Wang, Sakoda & Suzuki, 2001), fatores intimamente ligados com a producdo de
enzimas e capacidades de crescimento e reproducéo dos fungos (Mikiashvili et al., 2006). A
tendéncia de crescimento mais lento (menor crescimento micelial méaximo) em substratos com
quantidades crescentes de SBG pode estar relacionada a menor porosidade dessas formulacdes,
as quais sdo notavelmente mais compactas. Apesar disso, a densidade micelial visualmente
estimada tendeu a se elevar conforme o aumento da propor¢cdo SBG:Serragem, formando
corddes hifais em alguns casos, o que parece indicar um uso eficiente dos recursos nutricionais

pelo fungo.

Observou-se uma tendéncia a melhores resultados de Eficiéncia Bioldgica em substratos
contendo proporgdes intermediarias de SBG (30 e 45%). Tal tendéncia também foi observada
por Wang, Sakoda & Suzuki, 2001, que relatam um aumento na EB em substratos contendo até

55% SBG e um decréscimo na eficiéncia de conversdo do substrato em massa de basidiomas a
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partir de 60% SBG para P. ostreatus. Os resultados encontrados por Gregori et al., 2008 e Lara,
Arias & Villasefior, 2002, por outro lado, apontam que menores concentracdes de bagacgo de
malte (até 25%) promoveram maior eficiéncia bioldgica em P. ostreatus e P. pulmonarius. Essa
variacao pode ser atribuida as diferencas bioldgicas inerentes a cada espécie ou cepa avaliada e
caracteristicas fisico-quimicas do bagaco de malte relacionadas ao processo de produgdo. Por
outro lado, o elevado teor de nitrogénio do bagaco de malte reduz a propor¢do C/N das
formulacGes e pode dificultar ou inibir o aparecimento de primoérdios, resultado que vai ao

encontro dos estudos supracitados.

O cultivo de fungos comestiveis pode ser considerado um exemplo de sucesso na
reutilizacdo de residuos agroindustriais diversos (Sekan et al., 2019), porém poucos estudos
foram realizados até o0 momento investigando o potencial do uso de SBG como substrato para
o cultivo de espécies de interesse comercial. Além dos estudos ja citados envolvendo o cultivo
de Pleurotus spp., destacam-se os trabalhos recentes de Cooray & Chen, 2018, que avaliaram
a fermentacdo por Rhizopus microsporus Tiegh. visando agregar valor nutricional ao substrato
e Chimini et al., 2020, que cultivaram basidiomas de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. em

bagaco de malte com sucesso.

Apesar do vasto potencial para reaproveitamento, o bagaco de malte apresenta
limitacGes importantes que devem ser consideradas em projetos de cultivo fangico. Por ser rico
em nutrientes e agua (até 79,4% em amostras recém-coletadas, conforme demonstrado nesse
estudo), logo ap6s o processo de brassagem o material é colonizado por bactérias e fungos e
passa a fermentar, atraindo também insetos e roedores (Thomas & Rahman, 2006). Dessa

forma, torna-se necessario utilizar rapidamente o residuo ou aplicar um método de preservacao.

O método mais comum de preservacdo do residuo é a desidratacdo, por ser eficiente no
controle de microrganismos e reduzir o volume do material, apesar de ter um custo energético
alto (Mussatto, Dragone & Roberto, 2006). Conhecendo o teor de umidade do bagaco de malte
logo apds sua geracéo, € possivel adicionar diretamente os suplementos secos que formam o
substrato de cultivo, reduzindo o consumo de agua. Apos isso, no entanto, é necessario que o
substrato passe por um processo de esterilizagcdo ou pasteurizagdo severa antes da inoculagdo
do fungo de interesse. Vale ressaltar que o processo térmico deve ser mantido por tempo
suficiente para eliminar a maior parte dos microrganismos, e que o processo de inoculagéo deve
ser realizado no ambiente mais limpo possivel. O cuidado é necessario para evitar perdas por

contaminagéo.


http://www.speciesfungorum.org/Names/NamesRecord.asp?RecordID=148413
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6 CONCLUSAO

Meios de cultura “caseiros” a base de SBG ou amido de batatas demonstraram ser
eficientes substitutos para o0 meio comercial batata-dextrose-agar (BDA). O crescimento
micelial foi vigoroso em todos os meios de cultura, sendo a colonizagdo mais rapida em meio
batata-agUcar-a4gar (BAA) para todas as espécies. As caracteristicas de crescimento micelial de
Pleurotus djamor, P. eryngii e P. ostreatus em meios de cultura distintos permitem avaliar e
adequar o cultivo para fins biotecnoldgicos, comerciais e alimenticios, além de servirem como

guias para que cultivadores iniciantes avaliem a qualidade de seus proprios cultivos.

O bagaco de malte (SBG) também se mostrou um componente de substrato viavel para
o cultivo micelial e de basidiomas de Pleurotus djamor. A mais elevada Eficiéncia Bioldgica
(55,0%) foi atingida no substrato contendo 45% SBG, 33% serragem, 20% farelo de trigo e 2%
CaCOg3, e os melhores resultados de crescimento micelial foram encontrados nos substratos
com 15 e 30% do bagaco de malte. Os resultados demonstram que ¢é possivel aplicar o residuo
como substrato de cultivo em projetos de biorremediacéo, fabricacdo de biomateriais e cultivo

de basidiomas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Além de permitir a adequacdo dos meios de cultura de acordo com o objetivo do cultivo,
descricdes do crescimento micelial possibilitam maior entendimento do ciclo de vida dos
fungos de interesse comercial. Um dos objetivos primordiais em se cultivar o micélio de fungos
comestiveis em meios de cultura é ativar o metabolismo e coloca-lo em um estado de vigor para
que colonize rapidamente o spawn e substrato final (Ukoima et al., 2009). Cultivar o micélio
em um meio de cultura com nutrientes similares ao do substrato pode resultar em uma

colonizagdo mais rapida, e novos estudos devem ser realizados avaliando essa possibilidade.

Nesse trabalho, as condic¢Ges abidticas de crescimento micelial e desenvolvimento de
basidiomas de Pleurotus djamor foram definidas de acordo com o que foi descrito por Stamets,
1993. Os ambientes de cultivo foram adaptados a fim de garantir condigdes de crescimento o
mais proximas do ideal, controlando fatores como umidade, troca de ar e iluminagéo.
LimitacGes relacionadas ao espaco fisico, recursos e tempo disponiveis impossibilitaram que
os experimentos fossem realizados com mais réplicas. Novos estudos deverdo ser realizados

utilizando outros materiais em conjunto com o SBG, como palha de gramineas, visando adaptar



38

o cultivo aos materiais disponiveis em cada regido e buscando melhores resultados de eficiéncia

biologica.
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Apéndice — Quadro comparativo dos aspectos fisicos e tempo de colonizagao de
Pleurotus ostreatus, P. djamor e P. eryngii em meios de cultura BDA (Batata-Dextrose-
Agar), BAA (Batata-AcUcar-Agar) e SBG (Bagaco de malte-Agar).

Pleurotus ostreatus

Colonizagéo 7 dias

Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, feltro-lanosa. Micélio
branco (OAC909) no inicio,
tornando-se amarelado
(OAC852) a partir do dia 8.
Zona de avango uniforme,
adpressa. Micélio levemente
erguido, com tufos organizados
em zonas conceéntricas,
produzindo aspecto zoneado.
Alteragdo branda de coloragéo
no meio de cultura.

BDA

5a6

Colonizacéo dias

Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, feltro-lanosa. Micélio
branco (OAC909) no inicio,
tornando-se alaranjado
(OACT790) a partir do dia 5.
Zona de avango uniforme,
adpressa. Observou-se alteracdo
de cor no meio de cultura, alguns
apresentando linhas e pontos
negros préximos ao inéculo.

BAA

. x 6a7
Colonizacéo dias
Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, feltro-lanosa. Micélio
branco (OAC909) no inicio,
tornando-se salmédo (OAC633) a
SBG alaranjado (OAC790) a partir do
dia 11. Zona de avanco
uniforme, adpressa. Micélio
levemente erguido, com tufos
organizados em zonas
concéntricas, produzindo aspecto
zoneado. Alteracdo de cor no
meio de cultura.

Pleurotus djamor

. = 8a9
Colonizacéo dias
Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, flocosa. Micélio
branco (OAC909) a laranja-
rosado (OAC611), passando por
amarelado (OACQ04) e
alaranjado (OACB852) a partir do
dia 8. Zona de avanco uniforme,
adpressa. Micélio levemente
erguido, com tufos organizados
em zonas concéntricas,
produzindo aspecto zoneado e
depois colapsando. Alteragéo de
coloragéo no meio de cultura.
Primordios em 4 placas.

6a’

Colonizacéo dias

Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, flocosa. Micélio
branco (OAC909) no inicio,
tornando-se rosado (OAC618) a
partir do dia 9. Zona de avan¢o
uniforme, adpressa. Micélio
muito delgado, alongado e
adpresso. Alteracdo de cor do
meio de cultura. Primérdios
aparecendo em 1 placa.

. ~ 8a9
Colonizacéo dias
Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, flocosa. Micélio
branco (OAC909) a alaranjado
(OACB852) e rosado (OAC618), a
partir do dia 11. Zona de avanco
uniforme, adpressa. Micélio
muito denso desde o inicio e
levemente erguido, com tufos
organizados em zonas
concéntricas, produzindo aspecto
zoneado. Aparecimento de
primdrdios em 1 placa.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pleurotus eryngii

Colonizagdo  15dias

Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, feltro-lanosa, com
aspecto pulverulento. Micélio
branco (OAC909), delgado nas

bordas e muito denso no centro.
Zona de avanco uniforme,
adpressa. Micélio denso, hifas
muito entrelagadas, com
pequenos tufos de micélio em
alguns locais.

9a10

Colonizacéo dias

Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, feltro-lanosa, com
aspecto pulverulento. Micélio
branco (OAC909), delgado nas

bordas e muito denso no centro.
Zona de avanco uniforme,
adpressa. Micélio denso, hifas
muito entrelagadas, com
pequenos tufos de micélio em
alguns locais.

10a12

Colonizacéo dias

Textura algodonosa em
crescentes mais jovens, depois
colapsada, feltro-lanosa, com
aspecto pulverulento. Micélio

branco (OAC909), muito
vigoroso, mais denso em
algumas partes, formando
corddes hifais. Zona de avanco
uniforme, adpressa. Micélio
denso, hifas muito entrelagadas,
com pequenos tufos de micélio
em alguns locais.



