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RESUMO

O cogumelo comestivel Pleurotus spp. (hiratake) é cultivado em diferentes substratos ligno-
celuldsicos, sendo que conforme a formulagdo do meio de cultivo, diferencas na produtividade
poderéo ser obtidas. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimentoin vitrode
3 linhagens de P. ostreatus, sob o efeito da suplementacao de farelos em diferentes concentragdes ao
meio de cultura a base de capim-elefante. O experimento consistiu na utilizagdo de meios de cultura
estéreis a base de capim-elefante suplementados com farelos de soja, trigo, arroz e milho nas
concentracdes de0,10e20%, distribuidos em placas de Petri, inoculado com aslinhagens BF24, DF33
e HF19 de P. ostreatus e incubados a 28° C, visando a avaliacdo da biomassa ftiingica e crescimento
micelial. Verificou-se que o meio de cultivocom20% de farelo de sojaaumentou a biomassa fingica
e o crescimento micelial para as duas linhagens de P. ostreatus; a suplementacao com farelo de trigo
foi menos eficiente que a com farelo de soja e os farelos de arroz e milho nao apresentaram efeito no
aumento da biomassa fiingica e crescimento micelial das linhagens cultivadas.

PALAVRAS-CHAVE: Crescimento micelial, biomassa fingica, suplementagdo, cogumelos, hiratake.

ABSTRACT

EFFECT OF SUPPLEMENT WITH BRANS ON THE IN-VITRO GROWTH OF PLEUROTUS
OSTREATUS IN MEDIA MADE WITH ELEPHANT-GRASS (PENNISETUM SPP.). The edible
mushroom Pleurotus spp. (hiratake) is cultivated in various lignocelullose-based substrates.
Depending on the formulation of the medium, various levels of productivity are obtained.
This research was therefore carried out to study the in-vitro development of 3 P. ostreatus
strains, cultured in elephant-grass culture media supplemented with soy, wheat, riceand corn
bran at three different concentrations (0, 10 and 20%). The cultures were incubated at 28° C.
Biomass and mycelium growth were evaluated. It was verified that the culture medium with
20% of soy bran increased the mycelium biomass and the mycelium growth for 2 of the P.
ostreatus strains; wheat-bran supplement was less efficient than the soy bran, and the use of
riceand cornbran did notresultin anincrease of the mycelium biomass and mycelium growth
of the cultivated strains.

KEY WORDS: mycelium growth, mycelium biomass, supplement, mushroom, hiratake.

INTRODUCAO

O género Pleurotus pertence a ordem Agaricalese a
familia Agaricaceae, sendo amplamente distribuido
mundialmente (Eira & MiNHONI, 1997). Pleurotus sp. é
encontrado, ocorrendonaturalmente tambémnasmatas
brasileiras, crescendo sobre madeira da qual retira
nutrientes, provocando sua decomposigao (Mazieroet
al., 1992; Wisseck, 2003; BonatTi et al., 2004).

O cultivoem médulo industrial de P. ostreatusteve
iniciono final da segunda guerra mundial (Jos,2004).
No Brasil, o cultivo foi introduzido por volta de 1980,

sendo utilizado o substrato bagaco de cana-de-acu-
car, devidoasuaabundéanciacomoresiduodaprodu-
¢do de alcool como combustivel (Mazieroet al., 1992).
Espécies de Pleurotus sao consideradas a segunda
variedade de cogumelos mais produzidos no mundo
(RAJARATHNAM et al., 2001).

Uma série de residuos da agricultura como palhas
detrigos, dearroz, gramineas, serragens, polpaecasca
defrutas, folhas de bananeira, polpa de café, bagacode
cana-de-agticar entre outros podemser utilizados para
producéo de cogumelos comestiveis como o P.ostreatus
(Eira, 2003; MANDEEL et al., 2005; Mopa et al., 2005).
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Na década de 1980, o aparecimento da técnica
“Jun-Cao” (Jun = cogumelo, Cdo = gramineas), inicia-
dana China, em 1983, promoveu uma grande mudan-
¢ano cultivo de cogumelos, unindo beneficios sociais,
ecoldgicos e econdmicos, além de estabelecer melhor
equilibrio ecoldgico entre plantas, fungos e animais
(UrBEN & URIARTT, 2001). De acordo com estes mesmos
autores o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumy)
é uma das gramineas indicadas para o cultivo de
cogumelos através da técnica "Jun-Cao".

Segundo SiLva (2004), muitos basidiomicetos de-
senvolvem-se em meios simples, que tenham disponi-
bilidade de carbono assimilavel, nitrogénio e fontes
defésforoesaismineraisnecessarios. Mas parameios
formulados a partir do bagaco de cana-de-actcar e
palha de milho, a estes é preciso utilizar
suplementacdo com outros materiais, contendo ele-
mentos essenciais para obtencdo do crescimento do
fungo. Além da utilizagdo deresiduos comosubstratos,
asuplementacdo destes com farelos como o de trigo e
o de milho sdo comunsno cultivo deP. ostreatus (WAanG
et al., 2001). De acordo com Rossi et al. (2001), farelos
de arroz e soja sdo fontes de nutrientes utilizadas
como suplemento, pois estimula o crescimento
miceliano de diversas espécies de cogumelo.

A capacidade do fungo crescer e produzir cogu-
melos em substratos lignocelulésicos esta relaciona-
dacomovigordomicélioecomacapacidadedeativar
mecanismos fisiol6gicos, necessarios para utilizar os
nutrientes do meio de cultura (MaTtaet al., 2001). Deste
modo, asnecessidadesnutricionais paraque omicélio
cresca de forma satisfatdria, nesta fase inicial do
cultivo, pode ser otimizada face o tipo de material
utilizado na suplementagdo do meio de cultivo. Sen-
do assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a
producdo de biomassa ftingica e crescimento radial
dacoldnia, de tréslinhagens deP. ostreatus, soboefeito
da adigdo de farelos em diferentes concentragées ao
meio de cultura a base de capim-elefante.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Labora-
tério Experimental de Micologia (LEMICO) do Depar-
tamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto
de Biologia, da Universidade Federal de Pelotas, RS.
Neste experimento foram utilizadas aslinhagens BF24,
DF33 e HF19 de P. ostreatus, oriundas do Modulo de
Cogumelos /Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da
Universidade Estadual Paulista/ Campus de Botucatu,
Botucatu, SP (MarNo, 2002), depositadas na micoteca
do Laboratério Experimental de Micologia do Depar-
tamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto
de Biologiada Universidade Federal dePelotas, Pelotas,
RS. Estas linhagens, preservadas em 6leo mineral,

foram repicadas para meio a base de batata-dextrose-
agar (BDA) e incubadas a 28° C por 10 dias, até serem
recuperadas e com crescimento miceliano adequado.

Os experimentos foram realizados separadamente
para cada linhagem, utilizando como substrato o capim-
elefante (Pennisetum sp.), suplementado com 0, 10 e 20%
de farelo de soja, trigo, arroz e milho em relagdo a sua
massa seca, correspondendo a 12 tratamentos.

Folhas e colmo de capim-elefante (30 g) adicionado
oundo dos farelos foi fervidoem 1 L de 4gua destilada
por 30min. e, em seguida, filtrado com o auxilio de um
pedaco de gaze e o volume completado para 1 L. Logo
ap6s, para o preparo dos meios de cultivo, foram
adicionados 15 g.L-1 deédgare 10 g.L! dedextrosepara
posterior esterilizacdo em autoclave por 20min a 121°
C.OpHdosmeiosfoiajustado para5,5 (Era &M INHONI,
1997), sendo depois vertido em placas de Petri previa-
mente esterilizadas (90 x 15 mm).

Para a multiplica¢do das linhagens, foram utiliza-
dos discos de cultura, com 10 mm de didmetro inocula-
dosnos meios de cultivo suplementados com os farelos
(soja, trigo, arroz e milho) nas diferentes concentracoes
(0, 10 e 20%), correspondendo a 12 tratamentos. As
placasinoculadasforamincubadasa28°Catéobtencdo
de crescimento para a realizacdo do experimento.

As varidveis analisadas foram: biomassa fangica e
crescimento radial da colénia. O crescimento radial da
colonia foi medido através do didmetro da colénia, com
oauxilio de uma régua, em 8 dire¢des ortogonais, a cada
24h, a partir de 48h, durante a incubagdo até o momento
queumacoldniaatingiuaproximidadedabordadaplaca
emumdostratamentos.Sendo4leituras (aos2,3,4e5dias
de incubacao) para a linhagem BF24, 3 leituras (aos 2, 3
e4 dias deincubagdo) paraalinhagem DF33 e 5 leituras
(a0s2,3,4,5e6diasdeincubagdo) paraalinhagem HF19.
Apoésatltimaavaliagdodocrescimento, omeiodecultura
foi dissolvido em agua fervente, aproximadamente 500
mL.Recolheu-seabiomassaftingicatimida(Mmu),aqual
foi seca em estufa a 50° C por 24h, para a obtencdo da
biomassa fngica seca (Mms).

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acasocom fatorial Ax Bx C (A =farelo, B=concentracao
defareloe C=periodo deincubagdo) paracrescimento
radial da coldnia e A x B (A = farelo, B = concentragao
defarelo) parabiomassaftingica,emcadalinhagem. A
unidade experimental constou de uma placa de Petri,
sendo quatro repeti¢des/ tratamento para cada linha-
gem. Osresultados obtidos foram submetidos a analise
da variancia e teste de Duncan para comparagao das
médias, utilizando-se o programa estatistico Sanest.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da analise da varidncia pode-se observar
que para a varidvel biomassa fangica houve diferen-
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cas significativas (@ = 0,05) para e interagdo entre
fareloeconcentracdo defarelo, emtodasaslinhagens
estudadas. A andlise dasmédias de biomassafungica,
através do teste de Duncan mostrou que apenas os
tratamentos com suplementacao de farelos de soja e
trigo exerceram efeito positivo nas trés linhagens de
P. ostreatus. Noentanto, entre os dois farelos destacou-
se significativamente o de soja nas duas concentra-
¢Oes utilizadas. Para os trés isolados, os resultados
mais significativos foram obtidos com a adicdo de
farelo de soja a 20% (Tabela 1).

Como observado, o meio de cultivo a base de
capim-elefante adicionado de 20% de farelo de soja
promoveu maior biomassa fangica para todas as
linhagens utilizadas. Isso provavelmente ocorreu
devido a maior disponibilidade de nitrogénio facil-
mente assimilavel presente neste meio de cultura
devido a adicdo de farelo de soja. De acordo com Eira
& MmnHONI (1997), o farelo de soja contém cerca de
7,38% de nitrogénio, porcentagem alta quando com-
parada a dos farelos de trigo (2,70%), arroz (2%) e
milho (1,57%). JaMAazigro (1990) citado por ZANETTI&
RaNAL (1997) indica que ndo hd uma concordancia
entre os diferentes autores quanto a concentracao
ideal de nitrogénio, onde alguns experimentos mos-
tram que hé estimulo no crescimento e outros mos-
tram inibi¢do quando é realizada a suplementacao
com materiais ricos em nitrogénio. De acordo com
OLIVEIRA & URBEN (2001) 0 excesso denitrogénio tende

Tabela1-Média de biomassa fungica (mg) das linhagens
BF24, DF33 e HF19 de Pleurotus ostreatus, cultivadas em
meios a base de capim-elefante suplementados comfarelos
de soja, trigo, arroz e milho em diferentes concentracées
(0,10 e 20%)

areprimiradegradacdodalignina, retardandoouaté
inibindo completamente o aparecimento do micélio,
0 que ndo ocorreu no presente trabalho, onde a maior
biomassa fangica in vitro foi obtida em meio com a
maior concentracdo de farelo de soja. PETRENKO &
Bisko(2004) observaram que aadicao defarelo desoja
no composto para o cultivo de Agaricus bisporus bai-
xou a relagdo C/N para 19:1. No presente trabalho,
pode se observar que o meio com maior concentragido
de farelo de soja e, conseqiientemente, com maior
disponibilidade de nitrogénio aumentou a biomassa
fangica das linhagens de P. ostreatus.

Através da analise da variancia pode-se observar
que para a varidvel crescimento radial da colénia
houve diferencas altamente significativas (a = 0,05)
paraainteragdo entre farelo, concentragao de fareloe
periodo deincubacdo, em todas as linhagens estuda-
das. A anélise das médias de crescimento radial da
colénia, através do teste de Duncan, mostrou que na
linhagem BF24 os meios & base de 10 e 20% de farelo
de soja e 20% do farelo de trigo apresentaram melho-
res resultados. Ja para a linhagem DF33, foram supe-
riores os meios adicionados de 10 e 20% de farelo de
soja. Paraalinhagem HF19, os meios suplementados
de farelo de milho apresentaram diferencas em rela-
¢do aos demais farelos, mas nao diferiram do trata-
mento sem farelos, assim ndo estimularam o cresci-
mento (Tabela 2).

Tabela2-Média de crescimentoradial dacolonia (cm) das
linhagens BF24 (5 dias de incubacdo), DF33 (4 dias de
incubagdo) e HF19 (6 dias de incubagdo) de Pleurotus
ostreatus, cultivadas em meios a base de capim-elefante
suplementadoscomfarelosdesoja, trigo,arrozemilhoem
diferentes concentragdes (0, 10 e 20%)

Farelo Concentragao (%) Farelo Concentragao (%)
0 10 20 0 10 20
BF24 Soja 10aC 23aB 37aA BF24 Soja 512aB 630a A 652aA
Trigo 10aC 16b B 21b A Trigo 512aC 598b B 63laA
Arroz 10a A 5¢cB 6¢cB Arroz 512a A 3,82dB 3,66 cB
Milho 10a A 8cA 7cA Milho 512aB 545¢c A 508bB
DF33 Soja 9aC 17aB 45a A DF33 Soja 488aC 6,17aB 6,70a A
Trigo 9aB 2la A 21b A Trigo 488aB 583b A 574b A
Arroz 9aA 5bB 4cB Arroz 4,88a A 3,73dB 3,77d B
Milho 9aA 4bB 9cA Milho 488a A 422¢cB 499 cA
HF19 Soja 15aC 27aB 41a A HF19 Soja 6,65a A 589b B 6,50abA
Trigo 15aB 24a A 24b A Trigo 6,65a A 595b B 6,32b A
Arroz 15a A 8b A 9cA Arroz 6,65a A 474cB 463cB
Milho 15a A 12b A 9cA Milho 6,65a A 6,70a A 6,76 a A

Meédias seguidas de mesma letra mintscula, nas colunas,
e maiuscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (a = 0,05). Média de quatro repeticdes.

Meédias seguidas de mesma letra mindscula, nas colunas,
e maitscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (a = 0,05).
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Fig.1. Crescimento radial da colonia (cm.dia®) dalinhagem BF24 de Pleurotusostreatus, cultivadaem meios a base de capim-

elefante suplementados com farelo de soja, trigo, arroz e milho.
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Fig. 2 - Crescimento radial da colonia (cm.dia') da linhagem DF33 de Pleurotus ostreatus, cultivada em meios a base de

capim-elefante suplementados com farelo de soja, trigo, arroz e milho.

Osdadosreferentesao crescimentoradial dacoldnia
diario das linhagens BF24, DF33 e HF19 foram ajusta-

os a modelos lineares e as equacdes foram descritas
d delos linea a acoes f d ta
juntamente com as curvas de crescimento (a = 0,05).
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Fig. 3 - Crescimento radial da colonia (cm.dia®) da linhagem HF19 de Pleurotus ostreatus, cultivada em meios a base de
capim-elefante suplementados com farelo de soja, trigo, arroz e milho.

Para a linhagem BF24, o meio de cultura
suplementado com farelo de soja mostrou melhor
resposta na concentragdo de 20%, embora, como
visto anteriormente, ndo tenha mostrado diferencas
daconcentracdo de10% deste farelo.Para o farelode
trigo verificou-se comportamento similar, com a adi-
¢do de 20% deste farelo levando a resposta superior
no crescimento radial da colénia e diferente de 10%.
O farelo de arroz promoveu efeito estimulador infe-
rior ao tratamento sem adigdo deste farelo. Por ulti-
mo, verificou-se um leve aumento no crescimento
radial da colénia, com 10% de farelo de milho (Fig.
1) (Tabela 2).

A linhagem DF33 mostrou-se mais rdpida no de-
senvolvimento, emrela¢do as demais, completando o
crescimento radial da colénia in vitro em quatro dias
deincubagdo. Paraestalinhagem, o maior crescimen-
toradial dacoloniafoiobtidoa medida que seaumen-
tou a concentragdo de farelo de soja. Em relagdo ao
farelo de trigo, a suplementagdo com 10% e com 20%
promoveuaumentono crescimentoradial dacolonia,
desdeoprimeirodiadeincubacdoatéafasefinal. Para
o farelo de arroz, a adi¢ao deste promoveu um leve
estimulono crescimentoradial dacoléoniaapenasnos
primeiros dias de incubagéo, ndo respondendo mais
apartir do terceiro dia. Nos primeiros dias de incuba-
¢do, houve estimulo da suplementacdo com farelo de

milho sobre o crescimento radial da col6nia, na fase
final, o meio sem a adigdo de farelos (0%) passou a
mostrar melhores resultados que os com adicdo de
farelo (Fig. 2). Tendo-se verificado que o meio sem
farelo de milho e 0 com 20% deste farelondo diferiram
entre si (Tabela 2).

Alinhagem HF19 foia que apresentou crescimen-
to do micélio mais lento, em relagdo as demais linha-
gens, navelocidade de crescimento, completandosua
colonizagdo no sexto dia de incubacdo. A
suplementagdo do meio de cultivo com farelo de soja
ndo promoveu o mesmo estimulo que o meio sem a
adicdo deste farelo. Comportamento similar ocorreu
também nos meios de cultivo suplementados com os
farelosdetrigoearroz. Noentanto, o efeitomaissevero
ocorreu com farelo de arroz, especialmente, no sexto
dia, onde o tratamento sem adi¢do deste farelo promo-
veu maior velocidade de crescimento. J4, a adi¢do de
farelo de milho, ndo expressou nenhum efeito (Fig. 3).

Conforme analisado, a composic¢do e a quantida-
de de farelos adicionados ao meio de cultura interfe-
riram na biomassa e no crescimento radial da colonia
de P. ostreatus. No meio de cultura a adi¢do de farelos
disponibiliza fontes nitrogenadas e estimula a agdo
enzimatica do micélio fingico em crescimento. Inici-
almente, o Pleurotus utilizou os nutrientes facilmente
assimildveis no meio de cultura e quando o micélio
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esgotou estes nutrientes expandiu-se, tornando-se
menos denso. De acordo com ReciNa (2004), o desen-
volvimento da habilidade lignocelulitica requer con-
dig¢Bes nutricionais e culturais, incluindo substrato
metabolizavel, altos niveis de oxigénio, um limite de
nitrogénio e outras condicdes de cultivo.

Os farelos podem diferir em relagdo a quantidade
de nitrogénio. Entre as quatro fontes utilizadas neste
experimento, o de soja e o de milho sdo, respectiva-
mente, ricos e pobres em nitrogénio, e podem ter cerca
de7,38e1,57% de N (Eira &MiNHONI, 1997). CruUZ etal.
(1999), observaram que a utilizagdo de concentracoes
altas defarelo deaveia proporcionoureducaoindese-
javel da taxa de crescimento. Os meios adicionados
com farelo de arroz apresentaram, nas linhagens
BF24 e DF33 deP. ostreatus, resultados de crescimento
radial da colonia inferiores ao meio sem adigédo de
farelo (0%). O mesmo foi observado por Rossi1' et al.
(2003) no cultivo de L. edodes, onde a miceliagdo
diminuiusignificativamente coma utilizagdo de pro-
porcdes crescentes de farelo de arroz.

O farelo de trigo adicionado ao meio de cultura
proporcionou resultados superiores aos sem adicao
deste farelo (0%) paratodasaslinhagens BF24 e DF33.
De acordo com LasuscHAGNE ef al. (2000), ao pesquisar
P. ostreatus “Florida”, observaram que o desenvolvi-
mento micelial desta linhagem apresentou diferencas
duranteacolonizagdo de palhas detrigo de diferentes
variedades, demonstrando haver diferencas
nutricionais presentes em substratos da mesma espé-
cie. Resultados que também foram observados por
Diaset al.(2003), com o efeito negativo quando ofarelo
de trigo foi adicionado & palha de feijao no cultivo de
P. sajor-caju. J4 quando o mesmo farelo foi adicionado
a palha de milho ndo houve diminuic¢ao do cresci-
mento miceliano. Por outro lado, SiLva (2004) obser-
vou que no cultivo de P. sajor-caju, ao utilizar meio de
cultura a base de serragem de Pinus spp. com 5% de
farelodetrigoeadicionado de outros nutrientes como
nitrogénio, manganés, reduziu a metade o tempo de
crescimento micelial da linhagem PS2001.

Segundo MariNo (1997), os microrganismos se
adaptam aos meios de cultivo em fun¢ado da disponi-
bilidade de nutrientes e do potencial genético. A
autora afirma ainda que o cultivo de diferentes espé-
cies de cogumelos em meios nutricionalmente ricos
resultam em isolados mais vigorosos do que em meio
pobre. De acordo com BiLay et al. (2000), ao estudarem
30 espécies de cogumelos comestiveis e medicinais,
observaram que o tipo de meio utilizado e o pH
influenciam no crescimento miceliano. Onca &RoYsE
(2004) testaram dois substratos no cultivo de trés
linhagens de P. eryngii. Os autores concluiram que
houve aumento méximo de crescimento de 146%,
quando utilizaram Cyperus alternifolius como
substrato.

Neste trabalho foram observadas médias de cres-
cimento que, de acordo com a linhagem, variaram de
3,6a6,5(BF24),3,7a6,7 (DF33) e4,6 a 6,7 cm (HF19).
Marta et al.(2001), ao estudarem o crescimento micelial
de diferentes linhagensL. edodes e L. boryana,emmeios
a base de extrato de malte-agar (MEA) observaram
ap0s sete dias de incubagdo crescimento micelial que
varioude4,9a7,1 cm paral. edodes,e5,9a6,8 cmpara
L. boryana.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na presente
pesquisa sobre o efeito da suplementacdo do meio de
cultivo in vitro para a trés linhagens de P. ostreatus,
pode-se concluir que o meio de cultivo suplementado
com 20% de farelo de soja favorece o aumento da
biomassa faingica das trés linhagensP. ostreatus(BF24,
DF33 e HF19) e o crescimento radial da colonia ape-
nas para BF24 e DF33; os farelos de arroz e milho
utilizados na suplementagdo do meio de cultivo ndo
apresentam efeito estimulador para o aumento da
biomassa e do crescimento radial da colénia de P.
ostreatus (linhagens BF24, DF33 e HF19) cultivado in
vitro.
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