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Resumo

No Brasil, o cultivo de cogumelos
comestiveis vem ganhando espaco, em parte,
devido aos estudos em relagdo as
propriedades nutricionais e medicinais dos
fungos. Logo, este trabalho tem como
objetivo  verificar a capacidade de
crescimento micelial das cepas das espécies
de P. ostreatoroseus em meio de cultura
convencional BDA (batata-dextrose- agar) e
AET (Agar-extrato de fumo) na auséncia de
luz, a fim de verificar a rentabilidade no
preparo do meio de cultivo alternativo
utilizando residuos de tabaco. O experimento
foi desenvolvido no més de marco de 2018 a
marco de 2019 nos laboratérios da
UNIPAMPA. Para o preparo do meio
convencional pesou-se 39g de BDA para 1L
de agua destilada, para 0o meio AET ferveu-se
por 30 min 1 kg de residuo de tabaco para
10L de 4gua e do produto da fervura utilizou-
se 1L para 39g de BDA, os dois meios
tiveram o pH ajustados para 6 e 6,5. Em
seguida, foram autoclavados por 20 min a
121 °C. Considerando a analise do teste
Tuckey e ANOVA em nivel de 5% de
confianga, o crescimento micelial ndo diferiu
entre o pH 6 e 6,5 para os dois meios
utilizados (BDA e AET) (Figura 6). Isto
demonstra que, para 0 cogumelo P.
ostreatoroseus, a diferenca do pH em 0,5
pontos ndo afeta o crescimento

micelial. Com os resultados citados acima se

Abstract

In Brazil, the cultivation of edible
mushrooms has been gaining prominence, in
part, due to studies on the nutritional and
medicinal properties of fungi. Therefore, this
work aims to verify the ability of mycelial
growth of strains of P. ostreatoroseus species
in  medium conventional culture PDA
(potato-dextrose- agar) and AET (tobacco
extract-agar) in the absence of light. This test
will verify the profitability of the preparation
of this alternative culture medium using
tobacco residues. The experiment was carried
out from March 2018 to March 2019 at
UNIPAMPA laboratories. For the
preparation of the conventional medium, 39g
of PDA was weighed for 1L of distilled
water; for the AET medium, 1 kg of tobacco
residue was boiled for 30 min for 10L of
water and 1L of the boiling product was used
for 39g of PDA. The two mediums had their
pH adjusted to 6 and

6.5. Then, they were autoclaved for 20 min at
121°C. Considering the analysis of the
Tuckey test and ANOVA at a 5% confidence
level, mycelial growth did not differ between
pH 6 and 6.5 for the two media used (BDA
and AET) (Figure 6). This demonstrates that,
for the mushroom P. ostreatoroseus, a pH
difference of 0.5 points does not affect
mycelial growth. With the results cited
above,
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pode considerar o residuo de tabaco como um  tobacco residue can be considered as a
meio de cultivo para cogumelos comestiveis.  cultivation medium for edible mushrooms.

Palavras-chave Keywords

Reino Fungi, Ordem Agaricales, Substratos Fungi, Agaricales, Ligno-Cellulose
Lignocelul6sicos, Nicotiana tabacum. Substrates, Nicotiana tabacum.
INTRODUCAO

Residuos agroindustriais sdo gerados em grandes quantidades anualmente no
Brasil, parte destes residuos recebe aplicages na agricultura e na producdo de
biocombustivel, entretanto, resta um grande excedente que ndo é reaproveitado tendo
como destino final o descarte (BONATTI, 2004). Submeter estes residuos a
fermentacdo e degradacdo por fungos comestiveis lhes confere uma nova aplicabilidade
como o incremento no cultivo de cogumelos comestiveis.

No Brasil, o cultivo de cogumelos comestiveis vem ganhando espaco, em parte,
devido aos estudos em relacdo as propriedades nutricionais e medicinais dos fungos, que
também é, um produto com propriedades farmacoldgicas (MIZUNO et al., 1990;
DENADAI et al., 1998; MENOLLI et al., 2001; BARBIZAN et al., 2002). Segundo a
Associacdo Nacional dos Produtores de Cogumelos — ANPC (2018), as espécies mais
cultivadas no Brasil sdo Agaricus bisporus (Lange), Lentinula edodes (Berk), Agaricus
blazei (Muril) e Pleurotus spp. (Singer), destacando-se dada a gama de espécies
comestiveis presentes no género.

Pleurotus € a denominacdo de um género de fungos popularmente chamados
“cogumelos ostras”, que sdao decompositores de troncos e residuos vegetais
(KURTZMAN; ZADRAZIL, 1982). Os representantes deste género apresentam
basidioma normalmente grande e carnoso, desenvolvimento de forma cespitosa ou
solitaria, lisos ou tomentosos, com coloracdo do basidioma variavel, variando entre
branco, creme, cinza, rosa, marrom, amarelo, lilas e de forma mais escassa em tons
azuis (PUTZKE; PUTZKE, 2012).

Existem processos de cultivo de Pleurotus spp que produzem basidiomas com
valor nutricional significativo, uma vez que podem ser uma boa fonte de proteina e
outras substancias de interesse, tais como minerais (Ca, P, Fe e Mg), fibras alimentares

sollveis, fibras alimentares insolGveis, beta glucanas, quitina, compostos fendlicos
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totais (SILVA et al.,, 2002; MANZI et al., 2004), variando seus nutrientes e valor
nutritivo de acordo com o substrato utilizado em seu cultivo.

O cultivo industrial de cogumelos do género Pleurotus se destaca dada a
diversidade de substratos utilizados em sua producdo, uma vez que ha relatos de
cultivos em residuos como cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), palha de soja
(Glycine max L. Merr., sabugo de milho (Zea mays L.) e capim-elefante (Pennisetum
sp.), e palha de arroz (Oryza sativa L.) (SILVA et al., 2002). Guzman et al. (2016)
afirmam que os materiais a serem utilizados na preparacdo de substrato para o cultivo de
Pleurotus spp. devem contar com o maior nimero de caracteristicas favoraveis, tais
como: boa disponibilidade em quantidade e continuidade, caracteristicas fisico-quimicas
conhecidas e regularidade nesta composicdo, preco vantajoso, localizacdo de facil
acesso e proxima ao local de cultivo e facilidade de transporte e manejo.

Segundo Urben (2017) o género esta entre os cogumelos mais cultivados do
planeta, ocupando o terceiro lugar, representando 14% (3,50 milhdes de toneladas), da
producdo mundial, atrds somente de Agaricus bisporus 31% (7,75 toneladas) e
Lentinula edodes 24% (6 milhdes de toneladas). No Brasil, a producdo do género
Pleurotus iniciou por volta dos anos 2000, quando houve uma queda expressiva nas
exportacdes de Agaricus brasiliensis, devido a baixa qualidade do produto. Com a
diminuicdo de vendas, os produtores tiveram que deixar o0 mercado externo em segunda
opcao, focando no mercado interno, diversificando os cogumelos cultivados
(CARDOSO; DEMENJOUR; PAZ, 2013).

Os cogumelos do género Pleurotus sdo reconhecidos por sintetizarem enzimas,
apresentarem alta rusticidade em relacdo ao clima que estdo inseridos e possuirem
capacidade de adaptacdo aos mais variados substratos. Dada sua distribuicdo a nivel
nacional, tornam-se um dos principais alvos dos processos de bioconversao de residuos
agroindustriais em produtos comestiveis, de alto valor agregado e alta qualidade
(STURION; RANZANI, 2000). Sendo assim, objetiva-se com o presente trabalho
analisar a produtividade de Pleurotus ostreatoroseus (Basidiomycota) utilizando

residuos agroindustriais de tabaco como substrato alternativo.

MATERIAL E METODOS
CEPAS UTILIZADAS NO ESTUDO

Os ensaios in-vitro foram realizados com duas linhagens de P. ostreatoroseus, sendo a
primeira oriunda do banco de germoplasma do laboratério da Unipampa, mantida em
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meio Castellani, denominada CEPA 2.
A linhagem coletada no remanescente de floresta localizada no municipio de Séo

Gabriel (Latitude: 30° 20" 38" Sul, Longitude: 54° 20" 31" Oeste) (Figura 2) foi
denominada CEPA 1. As linhagens foram submetidas a substratos a base de residuos de

tabaco em forma de extrato, em cultivo axénico em placas de Petri.

Obtencédo do indculo Pleurotus ostreatoroseus CEPA 1

Apo6s a coleta do espécime nativo, este foi acondicionado em embalagem
plastica separada, para que ndo houvesse contaminacdo. Para efetuar o isolamento do
fungo, utilizou-se a técnica de reproducdo assexuada. A mesma consiste em levar o
cogumelo a capela de fluxo laminar, dividi-lo ao meio evitando que haja contaminacao
nos tecidos internos do fungo, retirar um pequeno fragmento do tecido interno
(aproximadamente 2 mm), e em seguida, alocar este fragmento em placa de Petri com
meio de cultivo BDA (Batata — dextrose — agar). Os indculos foram incubados a 25°C

sem incidéncia de luz para o crescimento micelial até o bordo da placa (URBEN, 2017).

ENSAIOS IN-VITRO

O meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) é amplamente utilizado para o
cultivo micelial de diferentes espécies de fungos, por ser um meio pouco seletivo,
abrange de maneira satisfatoria uma gama de espécies (HIMEDIA, 2019; NEOGEN,
2020).

Para o preparo do meio convencional, denominado meio controle, pesou-se 39 g
de BDA para 1 L de 4gua destilada, para 0 meio AET (Agar-Extrato de Tabaco) ferveu-
se por 30 min 1 kg de residuo de tabaco para 10 L de &gua, do produto da fervura
utilizou- se 1 L para 39 g de BDA, os dois meios tiveram o pH ajustados para 6 e 6,5.

Logo, autoclavados 20 minutos a 121 °C (Figura 2).
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Figura 2 - Representacdo do preparo do meio AET (Agar extrato de tabaco) em dois pH (6,0
e 6,5) para inoculacdo das CEPA 1 e CEPA 2.

RESIDUO DE TABACO
1 KG

l

| 10 L H20 destilada

l

Fervura por 30min a
90 °C

‘ Filtragcao em Malha |

l

1 L do concentrado de e 39 g de BDA (Bata—
Tabaco dextrose — agar)

—

Ajuste do pH 6,0 | | Ajuste do pH 6,5 1° medigao ortogonal
I I apos 24h de incubagio
Esterilizagioa 121 °C Inoculagao de discos Incubagdo a 25 °C em
Por 20 min m=) miceliais de Smm em M= BOD sem incidéncia
placa de Petri de luz

Fonte: Elaborado pelos autores.

Os meios foram vertidos em placas de Petri, réplicas de 5, onde houve a
inoculacdo de discos de P. ostreatoroseus de 5 mm no centro das placas. Para cada
tratamento utilizou-se 5 réplicas. A afericdo do crescimento radial do fungo foi realizada
através de linhas ortogonais até o primeiro tratamento atingir o bordo da placa, as

medic¢des iniciaram-se apos 24 h de incubacdo a 25 °C sem incidéncia de luz.

PRODUCAO DE SPAWN

Para a producdo de Spawn pesou-se 1 Kg de residuo de tabaco para 10 L de 4gua
fervido por 30 min a 90 °C, ao término, filtrado ainda quente em malha. Do produto da
fervura, o residuo de tabaco, utilizou-se 5 L para a ferver de 2,5 Kg de arroz com casca,
durante oito minutos URBEN (2004).

Para o controle do crescimento pesou-se 2,5 Kg de arroz com casca para 5 L de
agua destilada. Para ambos o pH foi ajustado para 6,5 utilizando 20 g de gesso agricola
a cada 1 quilo de grdos de arroz. ApoOs este procedimento os grdos foram
acondicionados em frascos de vidro e autoclavados a 121 °C por 20 minutos, para
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esterilizacao.

Com o término do processo de esterilizacdo os frascos foram levados a capela de
fluxo laminar, apds o resfriamento do material houve a inoculacdo de quatro discos
miceliais de P. ostreatoroseus por frasco. Estes foram incubados em estufa a 25 °C, sem

incidéncia de luz.

FORMACAO DO BASIDIOMA

Foram oferecidas condi¢cBes para que houvesse ambiente favoravel para o
crescimento dos cogumelos, a temperatura da sala foi ajustada para 20,5°C, houve o
reajuste da umidade do ar para 80% e incidéncia de luz presente, como recomendado
(URBEN et al. 2004). A figura abaixo representa os processos referente a formacao do

basidioma.

Figura 3 - Fluxograma representando o processo de producdo do cogumelo a partir da
utilizagdo do residuo de tabaco

| Colheita do basidioma ‘

RESIDUO DE TABACO i
: lK ¢ ‘ Formagéao do basidioma l
| 101 H20 destilada | | Umidade8o% | |
l ‘ Temperatura 20,5 °C | Abenura;ii{(j)rforascos e
Fervurag;())oorg Uiifd ‘ Incidéncia de luz | I
l Fase de produgdo de
‘ Filtragdo em Malha ‘ biomassarilfféﬁgizaqﬁo do

]

5 L do concentrado de & 2,5 kg Arroz com

Tabaco casca Incubacdo em estufad 25 °C,
l I sem incidéncia de luz
Fervura por 8 min & Inoculagdo Spawn
90°C com P, ostreatoroseus
Ajuste do pH 6,5 Distribuicdo em Esterilizagdoa 121 °C
(GessoAgricola) || frascos vidros de 500g |~ Por 20 min

Fonte: Elaborado pelos autores.
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Para a formacéo do basidioma, foram utilizados os frascos onde ocorreu a etapa
de producdo de Spawn. Para a incubagdo os fungos foram acondicionados em estufa,
com umidade relativa do ar acerca de 80%, temperatura 20,5 °C com incidéncia de luz.

Houve a abertura dos frascos de vidro, e ao decorrer do ciclo a colheita dos cogumelos.

ANALISES ESTATISTICAS

Para que houvesse parametro entre os testes de substrato e pH, no crescimento
in- vitro, quando ocorreu o contato da hifa do fungo com o bordo placa, todos os
tratamentos foram encerrados, para assegurar a confiabilidade estatistica.

Para andlise estatistica dos resultados obtidos, estes foram submetidos a
ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tuckey com 5% de significancia no
programa R Studio (2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO
CRESCIMENTO IN-VITRO

Pelos resultados da Tabela 1 verifica-se que a altura de plantas ndo mostrou
diferencas significativas estatisticamente (p > 0,05), ja para o diamétro do morango
houve uma diferenca significativa sobre a aplicacdo dos biofertilizantes.

As condicdes de temperatura foram homogéneas para os testes in-vitro (25 °C
+2°C), considerada dentro da faixa 6tima de desenvolvimento para o género Pleurotus
(URBEN, 2017).
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Figura 4 — (a) Placas de Petri contendo CEPA 1 linhagem nativa; CEPA 2 P. ostreatoroseus
linhagem comercial; Meios de cultivo: BDA; Agar + Extrato de tabaco; (b) - CEPA 1 linhagem
nativa em BDA,; (c) - linhagem comercial em AET; (d) - linhagem nativa em BDA.

Fonte: Elaborado pelos autores.

Observando o crescimento das linhagens fungicas a CEPA 1 (P. ostreatoroseus
nativo), submetida ao meio AET com pH 6 e pH 6,5, é afirmativo que esta atingiu o
bordo da placa no oitavo dia apos a inoculagdo, a mesma linhagem submetida ao meio
controle, pH 6 e pH 6,5 também obtive desenvolvimento satisfatorio, o que poderia
estar refletindo o vigor do isolado nativo.

O mesmo ocorreu com a CEPA 2 (P. ostreatoroseus comercial), submetida ao
meio BDA (controle) pH 6,5.

De acordo com a Figura 6, para os testes de meios ocorreram diferencas
significativas de crescimento, entre as linhagens comercial e nativa. Foi observado que
as linhagens da CEPA 2, cultivadas em AET nos pH 6 e 6,5 ndo se adaptaram de
maneira satisfatoria ao meio, pois, nos primeiros dias cresceram para cima do disco
micelial e ndo propriamente ao longo da placa, e ao decorrer dos dias de incubagéo
vieram a morrer. Acredita-se que o efeito negativo exercido sobre o crescimento

micelial pode ter sido
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ocasionado pela condicdo da CEPA 2, que se encontrava armazenada em meio
Castellani, sendo assim, perdendo seu vigor pela falta de nutrientes na solucdo de
armazenamento. Portanto, sugere-se novos estudos para testagem de outros tipos de
meios para armazenamento de cepas desta espécie, para ndo perder seu vigor a longo
prazo.

O resultado apresentado pela CEPA 2 deve ser levado em consideracao, uma vez
que, como afirma Donini et al. (2005), uma colonizagdo satisfatoria do meio de cultura
exerce fundamental importancia no desenvolvimento da massa e crescimento miceliano,
influenciando diretamente, a formacdo de basidiomas e elevando sua produtividade. Isto
confirma o que descrito por Sekan et al. (2019), de que o meio de cultura utilizado para

crescimento micelial impacta diretamente na morfologia e fisiologia do fungo.

Figura 5 — Comparagdo no crescimento micelial Meio x Espécies. Espécie: 1 - P.
ostreatoroseus linhagem nativa (representada no grafico pela cor vermelha); 2 - P.
ostreatoroseus linhagem comercia (representada no grafico pela cor azul). Meios de cultivo: 1 —
BDA,; 2 - Agar + Extrato de tabaco.

Boxplot Meios x Espécies
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$*
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E
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Fonte: Elaborado pelos autores.
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Segundo Junior-Feldhaus (2020) para P. djamor (com a qual P. ostreatoroseus é
considerada sinonimia), a colonizacdo total da placa com meio Bagaco de Malte levou
de 6 a 9 dias, ja P. eryngii, apresentou o crescimento micelial lento, mais de 9 dias, e 0
fungo P. ostreatus apresentou o crescimento mais rapido dentre as trés espécies, menos
de 6 dias. Embora, as espécies analisadas sejam pertencentes ao mesmo género, fica
claro que estas possuem especificidades em relagcdo ao meio de cultivo. O mesmo ocorre
com as CEPAS do presente trabalho, pois cada uma demonstrou eficiéncia divergente
em relacdo a adaptacdo ao meio em que foram submetidas.

Considerando a analise do teste Tuckey e ANOVA em nivel de 5% de confianca,
o crescimento micelial ndo diferiu entre o pH 6 e 6,5 para os dois meios utilizados
(BDA e AET) (Figura 6). Isto demonstra que, para o cogumelo P. ostreatoroseus, a

diferenca do pH em 0,5 pontos ndo afeta o crescimento micelial.

Figura 6 - Espécie: 1 - P. ostreatoroseus linhagem nativa (representada no grafico pela cor
vermelha); 2 - P. ostreatoroseus linhagem comercial (representada no grafico pela cor azul).
Meios de cultivo: 1 — BDA,; 2 - Agar + Extrato de tabaco.

Boxplot pH x Meios
pH 6,0 pH 6,5

=

3

:_5 Meios

qc) ‘ Meio 1
g - Meio 2
0w

o

o

Meio 1 Meio 2 Meio 1 Meio 2
Meio

Fonte: Elaborado pelos autores.

Pedroso (2003) constatou que o pH ideal para o desenvolvimento de fungos em
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extrato de fumo ocorre na faixa de 6,0 e 6,5. J& Oliveira (2018), que submeteu a espécie
Pleurotus ostreatus ao tratamento em bagaco de malte, constatou que suas formulagoes
apresentaram desenvolvimento dentro da faixa de sobrevivéncia, porém a eficiéncia

bioldgica ficou abaixo do pH étimo (6,0 e 6,5).

FORMACAO DE BASIDIOMA

A formacéo de basidioma ocorreu 30 dias apds abertura dos frascos de vidro
onde inoculou-se o Spawn, sendo que os primordios fungicos apareceram nos primeiros
10 dias.

E possivel afirmar que o substrato casca de arroz suplementado com tabaco é
um meio viavel para cultivo de cogumelos comestiveis. Visto que, como apresentado
nos resultados das analises durante a pesquisa, houve o desenvolvimento micelial e 0
crescimento dos basidiomas.

Vale lembrar que a casca de arroz € um substrato rico em celulose, 0 que o torna
uma opgdo de suplementagdo interessante e difundida entre os cultivadores de
cogumelos, uma vez que possui custo mais baixo que os demais substratos. Nos estudos
de Vega et al. (2006), a producdo de P. djamor, necessitou de 13 a 20 dias de incubacéo
para emissdo de primérdios do basidioma e de 42 a 51 dias para o término do ciclo de
cultivo total, quando cultivado em polpa de café. Fan et al. (2003) cultivou P. ostreatus

em vagem de café e obteve uma precocidade de 25 dias.

Figura 7 — A: Frascos de vidro ap6s 20 dias da inoculacéo das cepas de P. ostreatoroseus. B:
Capela de fluxo laminar com os frascos de vidro durante inoculagéo.

Fonte: Elaborado pelos autores.

O inicio da formacédo de primordios do basidioma em diferentes substratos para o
género Pleurotus tem sido observado entre 0 19° e o 30° dia ap6s a inoculacdo
(RAGUNATHAN; SWAMINATHAN, 2003; GRACIOLLI et al., 2008). No trabalho
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de Marino et al. (2008) consta que a suplementacdo da serragem de casca de coco com
farelo de trigo e arroz favoreceu o crescimento e o vigor micelial de trés isolados de P.
ostreatus. Em outro estudo, realizado por Bernardi et al. (2007), o isolado de P.
ostreatoroseus em aveia preta suplementada com 20% de farelo de trigo, teve
expressiva colonizacdo do substrato, provavelmente devido a relacdo e disponibilidade

entre as fontes de carbono e nitrogénio.

Figura 8 — Peso fresco e seco dos cogumelos produzidos 30 depois da inoculacéo e abertura do
frasco 1, 2 e 3 CEPA 2; Frascos 3,4e 5e 6 CEPA 1.

Frascos Cogumelo fresco Cogumelo seco
Frasco 1l 20,79g 2,78g
Frasco 2 23,15g 3,44g
Frasco 3 24,89g 4,18g
Frasco 4 15,16g 2,00g
Frasco 5 14,39g 2,31g
Frasco b 2,06g 0

Fonte: Elaborado pelos autores.

Todos os frascos de arroz foram suplementados com Extrato de Tabaco, sendo os
frascos 1, 2 e 3 inoculados com a CEPA 1 e os frascos 4, 5 e 6 inoculados com a CEPA
2.

A producdo de cogumelos frescos em casca de arroz suplementada com tabaco
foi de 2,06 a 24,89 g, sendo o valor minimo provavelmente causado por falha na mistura
do gesso agricola, limitando a expansdo do micélio. Segundo Pedroso (2003) a espécie
P. sajor-caju apresentou maior velocidade de crescimento e melhor desenvolvimento do
basidioma, demonstrando uma boa adaptagédo ao substrato constituido com o residuo do

fumo.
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Figura 9 — Basidioma da CEPA 1 (c,e,) (linhagem nativa) e Basidioma da CEPA 2 (a,d,f)

(linhagem comercial).

Fonte: Elaborado pelos autores.

A morfologia dos basidiomas da CEPA 2 ndo est4 de acordo com o esperado
para producdo comercial. Suspeita-se que o cogumelo, ao formar os primoérdios, tenha
sido moldada devido o diametro do frasco, tendo como resultado basidiomas de bordos
revolutos. A CEPA 1, ao formar completamente os basidiomas, apresentou morfologia
semelhante a encontrada na natureza.

Em relacdo a morfologia apresentada pela CEPA 2, foi levantada a hip6tese que
em decorréncia do formato do frasco, os fungos tenham sofrido certa distorcdo para que
pudessem emergir seus primardios.

Embora, constatado visualmente que os cogumelos da CEPA 2 sejam maiores
quando comparados a CEPA 1, em relagdo a produtividade esta obteve cogumelos
menores, poréem, obtiveram maior ocorréncia de formacdo de basidiomas, em relagdo ao

ciclo de vida.
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CONCLUSAO

Os estudos acima representam resultados positivos na utilizacdo do residuo de
tabaco como substrato para cultivo de cogumelos comestiveis, uma vez que, d4 um novo
destino ao residuo agroindustrial. Todavia, testes acerca das propriedades quimicas e
nutricionais dos basidiomas produzidos devem ser realizados para elucidar melhor

questdes referentes quanto a composicao desses organismos.
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