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RESUMO

O cultivo do cogumelo comestivel Pleurotus spp. tem sido realizado em
substratos ou compostos a base de residuos celuldsicos ou lignificados. Devido
seu complexo enzimatico, estes fungos conseguem crescer e produzir cogumelos
a partir de residuos nutricionalmente pobres, entretanto o rendimento na
produtividade ainda é baixo. Logo, os objetivos deste trabalho foram avaliar a
producdo de massa miceliana, velocidade de crescimento e colonizagdo do
substrato por Pleurotus ostreatus e Pleurotus ostreatoroseus sob o efeito da
adicdo de serragem de couro curtida ao tanino vegetal, em diferentes
concentragbes, ao meio de cultura a base de palha de arroz e avaliar a
produtividade de cogumelos de uma linhagem de Pleurotus spp. cultivados em
substrato formulado com capim-elefante, suplementado com serragem de couro,
em diferentes concentracdes. Dessa forma, foram realizados trés experimentos. O
experimento 1 constituiu-se na formulagdo de meios de cultura estéreis, a base de
palha de arroz adicionada de serragem de couro, nas concentragdes 0, 5, 10, 15,
20, 25 e 30%. O meio foi distribuido em placas de Petri, inoculado com as
linhagens BF24 de P. ostreatus e POR01/06 de P. ostreatoroseus e incubados a
28°C por seis dias, visando a avaliagcdo da massa e crescimento miceliano. O
experimento 2 consistiu na utilizacdo do substrato palha de arroz seco,
fragmentado, umedecido por 24 horas e acrescentado da mesma suplementagao

e concentragcdes anteriores. O substrato foi acondicionado em tubos de ensaio,
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esterilizado, inoculados com as mesmas linhagens do experimento 1 e incubados
a 28°C por 17 dias para a avaliacdo da colonizagao do substrato. O experimento 3
consistiu no emprego do substrato capim-elefante seco, picado, umedecido por 24
horas e adicionado de serragem de couro nas concentragdes 0, 5, 10, 15 e 20%,
sendo acondicionado em frascos, esterilizados, posteriormente inoculados com
1% de “Spawn” e incubados a 20-28°C, por 60 dias, visando a produtividade e a
eficiéncia biologica. Nos resultados, verificou-se que a adigdo de serragem de
couro ao meio de cultivo ndo aumentou a massa e o crescimento do micélio das
duas linhagens de Pleurotus spp. cultivadas; na fase de miceliagdo o acréscimo de
5% deste suplemento ao substrato apresentou efeito no aumento da velocidade de
crescimento para a linhagem BF24 de Pleurotus ostreatus; a formacgado de
basidiomas ocorreu apenas nos tratamentos com concentracdes de 0 e 5% de
adicao de serragem de couro, consequentemente, houve menor produtividade e
eficiéncia biologica. No entanto, ocorreu uma completa decomposicdo dos
fragmentos de couro contidos nos tratamentos, nas duas linhagens, tornado
possivel o emprego destes residuos, em adigdo ao material lignocelulésico, para

outros fins.

Palavras-chave: cogumelos comestiveis, serragem de couro, suplementacgao,

crescimento miceliano, tanino, Pleurotus.
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ABSTRACT

The cultivation of the edible mushroom Pleurotus spp. has been carried out
in substrates or compound of residues celullosics or lignificados base. Due to,
their enzimatic complex, these fungi get to grow and produce mushrooms, from
nutricionally poor residues, however the yield is low on productivity, yet. Soon, this
research had the objective to evaluate the mass, mycelium growth and substrate
colonization of Pleurotus ostreatus and Pleurotus ostreatoroseus, under the
addition effect of the leather sawdust hardened with vegetable tannin, in different
concentrations, the culture media rice straws base and evaluate the productivity of
two strains mushrooms of Pleurotus spp. In cultivated in elephant grass,
supplemented with leather sawdust in different concentrations, too. That form, has
been carried out three experiments. The experiment 1 constituted by the sterile
culture media formulation on rice straws base and added of eather sawdust, in 0,
5, 10, 15, 20, 25 and 30% concentrations. The culture media was distributed in
plates of Petri, inoculated with the srains BF24 of P. ostreatus and POR01/06 of P.
ostreatoroseus and incubated at 28°C for six days, aiming the mass and mycelium
growth was evaluated. The experiment 2, consisted on utilization of dry,
fragmented, moistened by 24 hours of substrate rice straws and increased of the
sameone previous suplementation and in the same concentrations. The substrate

was packaged in test tubes, sterilized, inoculated with the same strains of
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experiment 1 and incubated at 28°C for seventeen days to evoluate the substrate
colonization. The experiment 3, consisted in the job of dry, stung elephant grass
substrate, moistened by 24 hours, and added of leather sawdust on 0O, 5, 10, 15
and 20% concentrations, being this packaged in sterilized glass flasks, inoculated
with 1% of "spawn" and incubated at 20-28°C, for sixty days, aiming the
productivity and the biological efficiency. On the results verified the leather
sawdust addition, in culture media, the mass didn’t increase and the mycelium
growth of two strains of Pleurotus spp. cultivated; during the mycelium run period
the addition of 5% this supplement to the substrate presented increase effect to
mycelium growth the strains. The basidiomas formation ocurred only in treatments
with concentrations of 0 and 5% of leather sawdust addition, consequently, had
less productivity and biological efficiency. However, there was a complete
decomposition of the leather fragments contained on treatments, on the two strain
these fungi, making possible the use of these residues, in addition with mayerial

stuff ligno-celullosics, for other purposes.

Keywords: edible mushrooms, leather sawdust, supplementation, mycelium

growth, tanin, Pleurotus.
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INTRODUCAO

Os fungos vém sendo utilizados pela humanidade ha milhares de anos,
tanto para fins alimenticios como para fins medicinais. Participam desde a
producdo de cervejas, vinhos, queijos até a produgcdo da penicilina, acidos
organicos entre outros produtos.

Os basidiomicetos englobam aproximadamente 1600 espécies, nos quais
estdo incluidos, os fungos degradadores de madeira e as espécies comestiveis,
popularmente denominadas como: Champignon, Shiitake e Shimeji. Dentre estes
se destacam os fungos do género Pleurotus, popularmente conhecidos por
Shimeji, por apresentarem o basidioma em forma de ostra. Estes sdo cogumelos
comestiveis de alto valor nutricional, pouco exigente em relagdo ao substrato e de
bom desenvolvimento em condi¢des rusticas. As espécies podem ser encontradas
naturalmente, em florestas tropicais e subtropicais ou cultivados artificialmente

para fins comerciais.

Os fungos deste grupo, indicados como causadores da podridao branca
da madeira, desenvolvem-se com eficiéncia em diversos tipos de residuos agro-
industriais, tais como, palhas de poaceaes, restos de culturas, bagago de cana-de-
agucar, e outros materiais disponiveis na regido. Tradicionalmente o cultivo é
realizado em substrato compostado, esterilizado (axénico), ou ainda, em substrato

natural, apenas pasteurizado.
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Outro material com possibilidades de ser utilizado para o cultivo de
cogumelos é o residuo proveniente de curtume (BAHL, 1991), que pode ser fonte
poluidora do ambiente quando desprezado de forma inadequada. No entanto,
estes residuos podem ser biodegradados por fungos, possibilitando sua utilizagdo
para outras finalidades.

A atividade pecuaria no Rio Grande do Sul exerce expressiva importancia
econdmica. A industria curtumeira, através do processo de curtimento de peles,
utiliza varias substancias contendo taninos vegetais, aldeidos, cromo, aluminio,
ferro e outros reagentes, originando residuos potencialmente poluidores do
ambiente (CLASS; MAIA, 1994). Porém ha a possibilidade da utilizacdo destes
residuos na agricultura como adubo organico ou empregados na alimentagéo
animal, dependendo da natureza do processamento do couro.

Existem varias alternativas tecnicamente aceitaveis para o tratamento dos
residuos de curtume. A mais comum envolve a digestdo anaerdbia que pode ser
seguida pela destinacdo final em aterros sanitarios exclusivos, seguida de
alternativas como a disposi¢cdo de superficie, a disposigcdo oceénica, lagoas de
armazenagem, a incineragdo ou a reciclagem agricola. Esta dultima vem
destacando-se, mundialmente, do ponto de vista econdmico e ambiental, por
viabilizar a reciclagem de nutrientes, promover melhorias na estruturagdo do solo
e por apresentar uma solucdo definitiva para a disposicdo desses residuos
(ANDREOLI et al., 1994).

O tipo de couro e o tratamento a ele empregado influenciam diretamente
nas caracteristicas dos residuos produzidos. Os couros curtidos ao tanino vegetal
recebem o nome de atanados. A coloracado destes couros depende da matéria-
prima tanante, indo normalmente, do bege amarelado passando ao rosado, até um
leve tom esverdeado.

A serragem de couro € um residuo volumoso em forma de farelo,
impregnado de sais curtentes por vezes altamente toxico, como no caso do cromo.
Devido a isso, merece uma atengao especial para que dela se obtenha o maior

aproveitamento e rendimento possivel. A maioria das utilizagdes pressupde o seu
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descurtimento prévio, destinado a eliminar as substancias impregnadas durante o
processo de curtimento.

Uma das alternativas para o descarte de alguns residuos € o seu uso
agrondmico, pelas ag¢des corretiva e fertilizante que estes podem apresentar. Além
disso, a diversidade de organismos existente no solo € capaz de decompor, de
forma lenta, diversos residuos, contribuindo, assim, para minimizar os prejuizos ao
ambiente.

A cidade de Pelotas, RS, estd situada em uma das maiores regides
produtoras de arroz do pais e na maior regido cortumeira do estado, gerando
quantidades elevadas de residuos agricolas e agroindustriais. Ao mesmo tempo é
uma das cidades mais umidas do mundo, condi¢cdes estas que sao favoraveis a

exploragédo de cogumelos.

O cultivo de cogumelos, além de ser uma forma de diminuir os impactos
ambientais provocados pelo acumulo de residuos agroindustriais no ambiente,
possibilita a pratica de técnicas que viabilizam a obtencdo de um retorno

econdbmico, social e ambiental.

Atualmente, a palha do arroz é desprezada na area de cultivo e os
residuos do curtume sao desprezados no ambiente. Durante o cultivo do
cogumelo ocorre a biodegradagao do substrato, podendo este ser aplicado na

agricultura na forma de adubo orgéanico ou ser utilizado na alimentagao animal.

O cultivo de Pleurotus passa por duas etapas distintas, a fase de
colonizacdo do substrato, seguida da fase de frutificacdo. Ambas sao
influenciadas pela natureza dos residuos, preparo e manejo da cultura, além de
outros fatores. Portanto, na fungicultura ndo se tem um substrato padréo, capaz
de expressar o potencial maximo de rendimento da espécie. Na fase de
colonizacdo € importante que o0 micélio colonize o substrato rapidamente,
estabelecendo uma homeostase que dificulte o crescimento de outros
microrganismos. Sendo assim, na fase de frutificacdo ndo havera competicdo pelo

substrato.
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Ha varias décadas vem ocorrendo a busca de alternativas tecnologicas
para a destinagdo adequada destes residuos, tendo em vista a quantidade
expressiva diariamente produzida em industrias de curtume de diversas regides do
pais. Dessa forma, durante o desenvolvimento deste trabalho, o objetivo geral foi
buscar uma tecnologia alternativa para o cultivo de Pleurotus ostreatus e Pleurotus
osteatoroseus, convertendo os residuos em produtos nobres, ricos em proteinas e
vitaminas, com a possibilidade de serem utilizados na alimentagdo humana ou
animal. Logo, os objetivos especificos foram: avaliar a produgdo de massa
miceliana, a velocidade de crescimento, a produtividade e a eficiéncia biolégica
em sistema axénico, de P. ostreatus e P. ostreatoroseus sob o efeito da adicdo de
serragem de couro curtida ao tanino vegetal, em diferentes concentragdes em

substrato a base de palhas de arroz e capim-elefante.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os cogumelos sdo fungos conhecidos pela humanidade desde a
antiguidade, utilizados como alimento e/ou medicamento (ALEXOPOULQOS et al.,
1996; MAIO, 2003; JOB, 2004). A busca por uma vida mais saudavel tem
estimulado o homem a consumir alimentos produzidos em base orgénica e, dentre
estes alimentos, encontram-se os cogumelos, que podem ser produzidos com a
utilizacao de substancias totalmente organicas (MODA, 2003; WISBECK, 2003).

A producdo de cogumelos comestiveis alcanga cerca de 4 milhdes de
toneladas anualmente. Os maiores produtores séo os Estados Unidos, a Franga, a
Alemanha, a Holanda, a China e o Japao, e tem como os principais mercados
consumidores a Alemanha, a Holanda, o Japao e a China (MODA et al., 2005a).
No Brasil, a producgao restringe-se a 5 mil toneladas por ano com dados estimados
somente pelo consumo do produto fresco na regido sudeste, onde se concentra o
maior volume de produgao e consumo (MODA, 2003).

Os cogumelos devem ser apreciados nao somente por sua textura e
paladar, mas principalmente por suas propriedades quimicas e nutricionais.
Segundo Yilmaz et al. (2006), Pleurotus sp. apresenta altos teores de proteinas, e
algumas propriedades medicinais, como: anticancerigenas, antiinflamatéria,
antibacteriana, antiparasitaria, acdes anti-virais, efeitos positivos sobre
hipoglicemia e fung¢des cardiacas, entre outras. Muitos destes compostos ja foram

estudados, sendo os polissacarideos os mais abundantes (HOSSAIN et al., 2003;
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MANDEEL et al.,, 2005; KIM et al., 2006). Sao também empregados na
alimentagao animal, onde Pleurotus spp. coloniza a forragem aumentando seu
valor nutritivo (COHEN et al.,, 2002; SCHIMIDT et al., 2003b) e devido a
degradacgao do substrato este pode ser mais facilmente digerido pelos ruminantes
(CASTRO et al., 2004).

O género Pleurotus pertence a Ordem Agaricales e a Familia
Agaricaceae, sendo vastamente distribuido pelo mundo (EIRA; MINHONI, 1997).
Pleurotus sp. é encontrado naturalmente nas matas brasileiras, crescendo sobre a
madeira da qual retira seus nutrientes, provocando assim sua decomposi¢cao
(BONATTI et al., 2004, DONINI et al., 2006).

As espécies de Pleurotus apresentam uma grande variedade de cores,
que vao do branco ao azul escuro, marrom, amarelo, rosa, variando de acordo
com a espécie, incidéncia de luz durante a frutificacdo, natureza do substrato e
tempo de incubagdo. Neste género estdo descritas muitas espécies comestiveis
como: Pleurotus ostreatus (Jacq.) Quélet, P. ostreatoroseus Singer, P.
pulmonarius (Fries) Quélet, P. sajor-caju (Fr) Singer, P. oeus (Bereley) Saccardo,
entre outros (EIRA; MINHONI, 1997).

Os fungos deste grupo sdo conhecidos como causadores da podridao
branca da madeira (ROSADO et al., 2002; BONATTI et al., 2004). Isso se deve as
enzimas liberadas por estas espécies (celulase, ligninase, celobiase, lacase e
hemicelulase), as quais sdo capazes de degradar a lignina, celulose e a
hemicelulose da madeira e de outros residuos, exercendo importante funcdo no
ciclo do carbono. No entanto, estes fungos n&o parasitam arvores, pois sao
organismos saprébios que se desenvolvem sobre a madeira morta (BONONI et
al., 1991; CAPELARI, 1996).

O cultivo industrial de P. ostreatus teve inicio por volta de 1945, no final da
segunda guerra mundial (JOB, 2004). No Brasil, o cultivo foi introduzido por volta
de 1980, utilizando-se o substrato bagagco de cana-de-agucar, devido a sua
abundancia como residuo da produgédo de alcool combustivel (MAZIERO et al.,
1992). As espécies de Pleurotus sao consideradas a segunda variedade de
cogumelos mais produzidos no mundo (RAJARATHNAM et al., 2001).
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Segundo Mandeel et al. (2005), diferente de outros cogumelos, o
Pleurotus spp. é facilmente cultivado, por apresentar desenvolvimento rapido,
baixo custo de producgdo, requerendo pouco tempo de preparagdo e baixa
tecnologia de cultivo.

Um dos fatores determinantes no cultivo de cogumelos é a selegao de
substratos para producédo, onde materiais adequados, tanto biologicamente como
economicamente, s&o essenciais para o sucesso do cultivo (TISDALE et al.,
2006). Além da produgdo de cogumelos apresentar inumeras vantagens em
relagdo as outras culturas como, por exemplo, dispensar a necessidade de uma
ampla area de cultivo e apresentar um ciclo de vida curto, € possivel ainda, utilizar
residuos agroindustriais como substrato para seu crescimento (SILVA, 2004).

Durante o cultivo do cogumelo ocorre a biodegradagdo do substrato,
podendo este ser aplicado na agricultura na forma de adubo organico (MAHER,
1991; CHONG et al., 2001), ser utilizado na alimentagao animal, (SCHIMDT et al.,
2003a), no tratamento biolégico de efluentes da industria de papel e celulose
(SOUZA et al., 2005).

Segundo Eira e Minhoni (1997), a produgao de cogumelos pode envolver
substratos naturais previamente compostados e pasteurizados, ou ainda, pode-se
utilizar substrato estéril, também denominado cultivo axénico, porém neste ultimo
caso, ha a necessidade de maior consumo de energia e equipamentos adequados
para o preparo. Segundo Felinto (1999), a técnica de cultivo axénico, em escala
comercial, €& considerada antieconbmica, devido ao investimento em
equipamentos. No entanto, em paises desenvolvidos esta técnica € a mais
empregada, pois possibilita a obtengdo de um maior rendimento. A producgéo de
Pleurotus em substratos agricola, cultivados no método axénico, apresenta-se
com maior potencial para uma produgdo mais regular e segura, pois 0 processo
prevé a esterilizacdo dos substratos, reduzindo assim, o periodo inicial da
producdo como também a manutencdo de condicdes controladas e mais
previsiveis no desenvolvimento dos cogumelos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

A composig¢ao do substrato tem importancia decisiva no desenvolvimento

e nas caracteristicas nutricionais dos cogumelos (RAGUNATHAN;
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SWAMINATHAN, 2003; SANCHEZ, 2004). De acordo com Shashirekha et al.
(2005), em trabalho realizado com palha de arroz suplementada com residuos da
cultura do algod&o, observou-se aumento das propriedades nutricionais dos
cogumelos da espécie Pleurotus, especialmente em relagdo ao teor de proteinas e
aminoacidos.

A bioconversdo do substrato em basidiomas acarreta na diminuicdo das
propriedades nutricionais do substrato de cultivo como também no seu volume,
fazendo com que ocorra decréscimo na produtividade e eficiéncia biologica entre
os fluxos de produgao (BERNARDI, 2007).

Varios residuos ligno-celuldsicos sao indicados para o cultivo de Pleurotus
spp., tais como, palhas de varios cereais, residuos de algodéao, residuos de cana-
de-agucar, serragens, polpa e casca de frutas, restos de papel, residuos citricos,
folnas de bananeira, polpa de café entre outros (EIRA, 2003; RAGUNATHAN;
SWAMINATHAN, 2003; JOB, 2004; MODA et al., 2005a; MOLINA, 2005). Estes
materiais, em sua maioria, sdo combinados a outras fontes nutricionais,
destacando-se os farelos e a uréia, aumentando assim, o tempo de preparo e os
custos de producdo (LI et al., 2001; EIRA, 2003; MODA et al. 2005). Segundo
Silva (2004), muitos fungos pertencentes a Classe Basidiomycete desenvolvem-se
em meios simples e que disponham de elementos essenciais, tais como, carbono
assimilavel, nitrogénio, fontes de fésforo e sais minerais.

Na producao de cogumelos, varias etapas devem ser seguidas, sendo que
estas vao desde a obtengdo do indéculo ("spawn") até a comercializagdo do
produto. O sucesso no cultivo de Pleurotus depende da selegdo genéticas das
espécies de fungos, da qualidade nutricional, da estrutura do substrato,
luminosidade e temperatura. As condi¢des de cultura sdo fatores determinantes na
eficiéncia da producao (STURION, 1994; ROYSE, 2002).

Os cogumelos comestiveis necessitam de condigdes climaticas favoraveis
ao seu desenvolvimento, como por exemplo, o fator temperatura, o qual deve
manter oscilagdes baixas (25°C a 30°C), na fase de miceliagdo, sendo que
variagdes bruscas levam a estagnacao do crescimento e, em alguns casos, a

inativacdo do micélio. As espécies ndo adaptadas as condi¢des climaticas do local
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de cultivo poderao apresentar potencial insatisfatério de crescimento miceliano e
de producao de cogumelos (NERONA; LATEZA, 1994; ROSSI et al., 2001).

O Rio Grande do Sul € um dos principais estados brasileiros produtor e
beneficiador de cereais, especialmente trigo, soja e arroz na metade sul, gerando
uma consideravel quantidade de residuos, como graos sem valor comercial, palha,
casca de arroz e impurezas, todos com potencial de utilizagcdo no cultivo de
cogumelos. Podendo, ainda, ser incluido na imensa variedade de Poaceaes
empregadas para tais fins, o capim-elefante, com importancia menos significativa
dentre os residuos agroindustriais, porém com grande potencial para a formulagao
de substratos a serem aproveitados na produgao de Pleurotus. Além disso, a
regidao apresenta condi¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento de
cogumelos comestiveis (DONINI, 2006).

O aproveitamento de residuos agricolas e agroindustriais no cultivo de
cogumelos torna-se importante pela agregagao de valores e ao mesmo tempo, é
uma alternativa inteligente para o descarte de residuos, entre eles os de curtume.
Por outro lado, em 2003, o Brasil passou a ter um dos maiores rebanhos
comerciais de bovinos do mundo, com 195,5 milhdes de animais (IBGE, 2003).
Segundo Luz (2003), o mercado de peles para curtimento e acabamento esta em
expansao, comercializando cerca 35 milhdes de unidades por ano. A produgao
nacional de couros tem crescido regularmente passando de 22 milhdes de peles,
em 1990, para 33,5 milhdes de peles, em 2001, com um incremento da ordem de
52%, segundo dados da ABQTIC (2002).

A cadeia de beneficiamento do couro € responsavel por uma relevante
parcela da economia, e esta localizada principalmente nas regides Sul e Sudeste
do pais. Segundo estimativas da Associagédo das Industrias de Curtumes do Rio
Grande do Sul - AICSUL (2003), a regido Sul é responsavel por 41,9% da
procedéncia de peles bovinas, seguida pela regido Sudeste com 37,25%. O Rio
Grande do Sul, com uma producdo de 6 milhdes de couros/ano é o maior
exportador de couros do pais (KONZEN, 2006).

A industria coureiro-calgadista exerce importante influéncia na economia

do estado do Rio Grande do Sul. Porém, os curtumes geram uma quantidade
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consideravel de residuos com elevadas cargas organicas e inorganicas, utilizadas
no processo de curtimento do couro (TEIXEIRA, 1981; STOMBERG et al., 1984;
CASTIHLOS et al.,, 2002). O tipo de couro a ser processado, o sistema de
tratamento adotado e a tecnologia empregada no curtimento influencia
diretamente nas caracteristicas do residuo produzido na industria de curtume
(BORGES, 2003).

A atividade de transformagdo de peles “in natura” em couros gera
quantidade consideravel de residuos, independentemente do processo produtivo
empregado. Cada pele processada gera, em média, 12kg de lodo (CLASS; MAIA,
1994), sendo o lodo do caleiro e o lodo primario da estacdo de tratamento de
efluentes (ETE) gerados em maior quantidade. Os lodos de curtume séo
constituidos de materiais orgénicos de origem animal, misturados com sais
inorganicos, e alguns desses componentes sdo nutrientes, como nitrogénio, calcio,
enxofre, fésforo, magnésio e potassio, para plantas e microrganismos (SELBACH
et al., 1991). Esses residuos se tornam altamente poluidores a medida que
concentram elevada carga organica (curtentes vegetais, 6leos, aldeidos, resinas)
e inorganica (fendis, sulfetos, sédio e cromo) (MARTINES et. al. 2006).

Segundo Brito et al. (2002), os residuos sélidos do beneficiamento do
couro podem ser divididos em trés grupos: a) residuos nao curtidos (aparas
caleadas e ndo caleadas e carnacgas); b) residuos curtidos (aparas curtidas ao
cromo ou ao tanino vegetal, farelo da rebaixadeira, p6é da lixadeira/desempoadeira
e aparas de couro acabado) e c) lodo de Estacao rede de Tratamento de Efluentes
(ETE).

De acordo com Konrad e Castilhos (2001) os curtumes sdo responsaveis
por grande parte da geragado de residuos que afetam o meio ambiente, residuos
estes com a presencga de substancias toxicas, que segundo a norma brasileira
NBR-10004, da ABNT, sédo classificados como residuos classe | — perigosos,
necessitando de tratamento e disposicéo especifica. Segundo os mesmo autores,
o residuo de curtume acumulado na estacdo de tratamento primario é descartado
em aterros industriais, envolvendo custos e representando alto risco, pois pode

causar graves prejuizos ambientais e comprometer o ecossistema.
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As principais formas de curtimento sdo as realizadas com curtentes
vegetais, € o tipo de curtimento mais antigo que se tem noticia, e utiliza-se de
taninos extraidos de plantas, e as que utilizam minerais como os sais de cromo,
zircbnio e aluminio (NUSSBAUM, 2002). Os curtentes vegetais sao retirados de
fontes naturais renovaveis, produzem couros com decréscimo nas caracteristicas
de elasticidade, alongamento e resisténcia a luz, porém mais absorventes, mais
transpiraveis e conferem um toque mais quente (CLASS; MAIA, 1994).

Conforme Selbach et al. (1991), ha uma variagcdo consideravel na
composi¢cao dos lodos em fungao do tipo de curtimento ao cromo ou ao tanino.
Entre estes, os mais variaveis sao o calcio, 0 magnésio, o sodio, 0 manganés, o
ferro e os metais pesados, (cadmio, cromo, chumbo e niquel). Conforme os
autores encontra-se no lodo de tanino um maior teor de carbono, enquanto que o
pH e o valor de neutralizagao é maior no lodo de cromo.

O tanino ocorre na maioria das plantas superiores, em diferentes
quantidades. Em geral, s&o obtidos da madeira e/ou casca de muitas folhosas e
da casca de algumas coniferas (GONCALVES; LELIS, 2001; MOREIRA;
TEIXEIRA, 2003). De uma forma geral, é possivel afirmar que os taninos vegetais,
por serem naturais, ndo acarretam contaminagdo nociva as aguas residuais,
todavia sofrem modificacbes quimicas produzidas através da adigdo de taninos
sintéticos fendlicos, corantes, fungicidas, e outras substancias toxicas,
necessarias ao curtimento das peles, tal afirmacdo deve ser constantemente
validada (BELAVSKY, 1965).

As peles bovinas apo6s o curtimento, sdo transformadas em couros. E
estes por sua vez, apds o curtimento ao tanino vegetal sdo denominados de
atanados. A coloragcdo destes couros depende da matéria-prima tanante, indo
normalmente, do bege amarelado ou rosado, ou com leve tom esverdeado. O
tanino pode ser empregado no recurtimento para a obtengdo de couros brancos,
denominados "wet-white", enquanto, os couros curtidos com sais de cromo, ficam
azulados e denominam-se “wet-blue” (CLASS; MAIA, 1994).

Atualmente verifica-se uma crescente preocupacdo da sociedade, em

geral, com os problemas ambientais. A resolugdo desses problemas exige
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medidas e agdes pro-ativas por parte das empresas e também por parte do
Estado. Essas ac¢bes incluem planejamento, supervisdo, desenvolvimento e
implantacédo de projetos de recuperagao de areas degradadas, de reutilizagdo de
residuos industriais, de reuso de recursos hidricos, entre outros.

Levando em consideragdo, que Rio grande do Sul € um dos principais
estados brasileiros produtor e beneficiador de cereais e o maior exportador de
couros do pais, gerando quantidades expressivas de residuos diariamente, os
quais podem afetar o ambiente, fazendo-se necessario a busca de alternativas
tecnolégicas para a destinagdo adequada destes residuos.

Dessa forma, foram conduzidos trés experimentos, no sistema axénico,
visando avaliagdo da massa e crescimento miceliano e da colonizagdo do
substrato, formulado com palha de arroz e adicionada de serragem de couro
curtido ao tanino vegetal, por duas linhagens de Pleurotus spp. e a analise do
rendimento de uma linhagem de Pleurotus spp. cultivado em capim-elefante e
adicionado de serragem de couro, na expectativa de que a adigdo destes residuos

favorega a colonizagao do substrato e o aumento da produtividade de cogumelos.
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MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério Experimental de
Micologia (LEMICO), do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP),
do Instituto de Biologia (IB), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), RS.

Neste trabalho foram utilizadas a linhagem BF24 de Pleurotus ostreatus,
(MARINO, 2002) oriunda do Mdédulo de Cogumelos Da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas/Universidade Estadual Paulista/Botucatu—SP e a linhagem
PORO01/06 de Pleurotus ostreatoroseus, provenientes da Universidade de Caxias
do Sul/Caxias do Sul-RS, sendo todas depositadas na micoteca do
LEMICO/DEMP/IB/UFPel.

Estas linhagens, preservadas em 6leo mineral, foram repicadas para meio
a base de capim-elefante+dextrose+agar (DONINI et al., 2005) e incubadas a
28°C por 10 dias, para obtengao do crescimento miceliano adequado, promovendo
assim, a recuperagao das linhagens.

O trabalho foi desenvolvido em trés experimentos distintos. O primeiro
experimento foi realizado em placas descartaveis e os tratamentos constituidos
por meio sélido, preparados a base de palhas de arroz adicionadas de serragem
de couro. No segundo, os tratamentos compostos por palhas de arroz,

suplementadas com serragem de couro, foram acondicionadas em tubos de
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ensaio. E por fim, o ultimo experimento constituiu-se de palhas de capim-elefante
adicionadas com mesmo suplemento dos demais, e acondicionados frascos de

vidro.

3.1. Experimento 1. Cultivo de duas linhagens de Pleurotus spp. em meios a
base de palha de arroz (Oryza sativa), suplementada com serragem de couro
curtida ao tanino vegetal

A palha de arroz, fragmentada em tamanho de 10cm e secas a
temperatura ambiente, foi adicionada a serragem de couro curtida ao tanino
vegetal obtida de um curtume da cidade de Pelotas, nas concentracdes de O, 5,
10, 15, 20, 25 e 30%, constituindo, assim os tratamentos.

No preparo do meio de cultura, a palha de arroz (30g) adicionada ou n&o
da serragem de couro tanino, de acordo com os tratamentos, foi fervida em 1L de
agua destilada por 15 minutos e, em seguida, filtrado com o auxilio de um pedago
de gaze e algodao e o volume completado para 1L. Logo apés, adicionou-se 15gL"
' de agar e 10gL™" de dextrose para posterior esterilizacdo em autoclave a 121°C
por 15 minutos. Apds, os meios foram vertidos em placas de Petri descartaveis e
estéreis (90 x 15mm).

Para a inoculagao das linhagens, em cada placa, utilizou-se um disco de
cultura, com 10mm de didmetro, obtido apds o crescimento miceliano,
previamente multiplicada no meio de cultivo a base de capim-elefante,
correspondendo a sete tratamentos, com cinco repeticbes cada. A seguir as
placas foram vedadas com filme plastico e incubadas em estufa a 28°C, durante
seis dias.

As variaveis analisadas foram, massa e velocidade de crescimento
miceliano. O crescimento miceliano foi medido com o auxilio de uma régua, em
oito diregbes ortogonais, a cada 24 horas, a partir de 48 horas de incubagéao até
o0 momento que uma colbnia atingiu a proximidade da borda da placa em um
dos tratamentos. Sendo cinco leituras (aos 2, 3, 4, 5 e 6 dias de incubacéao)

para as duas linhagens avaliadas.
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Apos a ultima avaliagado do crescimento, o meio de cultura foi dissolvido
em agua destilada fervente, aproximadamente 500mL. Recolhendo-se, de cada
placa, a massa miceliana umida (Mmu), a qual foi seca em estufa a 50°C por 48

horas, para a obten¢cdo da massa miceliana seca (Mms).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com fatorial
AxBxC (A=espécie, B=concentracdo de serragem de couro e C=tempo de
incubacé&o) para velocidade de crescimento e AxB (A=espécie, B=concentragéo
de serragem de couro) para massa miceliana. A unidade experimental constou
de uma placa de Petri, sendo cinco repeti¢des/tratamento para cada linhagem.
Os resultados obtidos foram submetidos a analise da variacdo e ao teste de
Duncan para comparagdo das meédias, utilizando-se o programa estatistico
SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984).

3.2. Experimento 2. Cultivo de duas linhagens de Pleurotus spp. em
substrato a base de palha de arroz (Oryza sativa), suplementada com

serragem de couro curtida ao tanino vegetal

Para a realizacdo da segunda etapa do cultivo in vitro, o substrato palha
de arroz seco foi picado em tamanho de 2cm e previamente umedecido por 24
horas. Apds, a agua foi escorrida e este foi adicionado de serragem de couro
curtida ao tanino vegetal, nas mesmas concentragdes do experimento 1. Em
seguida, foi acondicionado em tubos de ensaio, de dimensado 2,5x20cm,
preenchendo 13cm do tubo com subatrato, totalizando sete tratamentos, com
cinco repetigdes cada. Na base de cada tubo foi colocada uma porg¢ao de algodao
umedecido em agua destilada. Estes foram identificados de acordo com o
tratamento, fechados com papel aluminio e vedados com filme plastico,
posteriormente autoclavados a 121°C por 60 minutos.

Em camara de fluxo laminar, discos de cultura com 10mm de didametro,

previamente preparados em meio de cultura CDA, a base de capim-
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elefante+dextrose+agar (DONINI et al., 2005) foram repicados para os tubos de

ensaio contendo o substrato, de acordo com o tratamento.

Apos a inoculagdo os tubos foram fechados com papel aluminio e
incubados a 28°C. Foram realizadas leituras de crescimento micelial em quatro
direcbes paralelas, a cada 48 horas, a partir de 72 horas apds a inoculagao, até a
completa colonizagcdo do substrato em uma das repeticbes. Foram realizadas oito
leituras ao longo do experimento (aos 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 e 17 dias de incubagéo)
para as duas linhagens.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com fatorial
AxBxC (A=espécie, B=concentracdo de serragem de couro e C=tempo de
incubagédo). A unidade experimental constou de um tubo, sendo cinco
repeticbes/tratamento para cada linhagem. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise da variagdo e ao teste de Duncan para comparagao das
médias, utilizando-se o programa estatistico SANEST (ZONTA; MACHADO,
1984).

3.3. Experimento 3. Cultivo da linhagem BF24 de Pleurotus ostreatus em
substrato a base de capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum),

suplementado com serragem de couro curtida ao tanino vegetal

Apds a recuperagdo das linhagens em meio CDA (capim-elefante-
dextrose-agar), desenvolveu-se o preparo do inéculo (‘spawn’). Para isso, foram
utilizados graos de sorgo, previamente cozidos por 15 minutos, adicionados de 1%
de gesso agricola. Apos cozimento, estes foram colocados em frascos de vidro e
fechados com papel aluminio e filme plastico e autoclavados a 121°C por 45
minutos.

Com o substrato a temperatura ambiente, discos de cultura de cada
linhagem, com 10mm de didmetro, previamente preparados em meio de cultura
CDA, foram repicados para os frascos contendo os graos de sorgo. Estes foram
incubados a 28°C até a colonizagao dos graos pelo fungo, constituindo-se, assim,

o inoculo ou “spawn” (Figura 1).
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Figura 1. Matriz primaria (A) e ‘spawn’ (B) de Pleurotus spp. produzida em graos
de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench).

O substrato utilizado para o cultivo foi o capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schum), picado em tamanho de 2cm e seco a temperatura ambiente.
Este foi previamente umedecido por 24 horas, sendo posteriormente adicionado
de serragem de couro curtido ao tanino, nas concentragdes de 0, 5, 10, 15 e 20%,
em relagao a massa umida do capim-elefante, totalizando 5 tratamentos para cada
linhagem.

Os substratos utilizados foram acondicionados em frascos de vidro
(9x16,8cm) recebendo cada tratamento o correspondente a 250g de substrato. Os
frascos foram identificados, fechados com papel aluminio e filme plastico e
autoclavados duas vezes a 121°C (1atm) por 40 minutos, com intervalo de 24
horas.

Em camara de fluxo laminar, o substrato recebeu 1% de indculo. Os

frascos foram incubados em estufa a 26°C durante 30 dias até a completa
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colonizagcdo em todos os tratamentos. Entretanto, os tratamentos permaneceram

fechados por mais sete dias até o inicio da formagao dos primordios.

Em seguida, os frascos foram abertos retirando-se a tampa de aluminio e
transferidos para a camara de frutificagdo, em condigbes ambientais (sob variagao
de temperatura entre 24 a 28°C) e umidade relativa do ar de 75 a 90%. A coleta
dos cogumelos foi feita durante 60 dias, compreendendo dois fluxos de producéo,
sendo caracterizado o final do primeiro fluxo no momento em que os tratamentos
cessaram a frutificagdo. Antes do inicio do segundo fluxo, para reidratagédo do
substrato, os frascos foram enchidos com agua e colocados sob refrigeracao a
4°C por 24 horas. Os cogumelos foram coletados manualmente e pesados para
obtencido de massa umida.

As variaveis avaliadas foram produtividade em base Umida
(KOPYTOWSKI FILHO, 2002) e eficiéncia biologica (EIRA, 2003; NASCIMENTO
et al., 2003), calculados, respectivamente, da seguinte forma: Produtividade
(%)=MUC/MUSx100, onde MUC=massa umida do cogumelo e MUS=massa umida
do substrato; e Eficiéncia Biolégica (%)=MUC/MSS x 100, sendo MUC=massa
umida do cogumelo e MSS=massa seca do substrato.

O experimento constou de um fatorial AxB (A=concentragao de couro,
B=fluxos). O delineamento experimental constou de cinco tratamento com doze
repeticoes cada. Os resultados obtidos foram submetidos a analise da variacao
e ao teste de Duncan para comparagédo das médias, utilizando-se o programa
estatistico SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sao apresentados conforme respectiva ordem de realizacao

dos experimentos.

4.1. Experimento 1. Massa e crescimento micelial de duas linhagens de
Pleurotus spp. cultivadas em meio a base de palha de arroz (Oryza sativa)

suplementada com serragem de couro curtida ao tanino vegetal

Para a variavel massa miceliana houve diferenga significativa (a= 0,05)
para a interagado entre espécies e concentragao de serragem de couro, (tab. 1A).

A analise das médias de massa miceliana, através do teste de Duncan,
mostrou que ambas as linhagens apresentaram-se sem efeito positivo no aumento
da massa miceliana em relagdo as diferentes concentragcdes de serragem de
couro adicionado ao meio (tab. 1).

Os tratamentos sem a adicdo de serragem de couro para a linhagem
PORO01/06 e com a adicdao de 10% deste suplemento para a linhagem BF24
apresentaram efeito positivo na massa miceliana em relagdo aos demais
tratamentos. Uma colonizacdo adequada do meio de cultura exerce fundamental

importancia na obtencdo da massa e crescimento miceliano, influenciado,
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diretamente, a formacado de basidiomas e potencializando sua capacidade de
producao (DONINI, 2006).

O micélio dos cogumelos comestiveis depende de varios aspectos para
atingir niveis satisfatorios de colonizagdo, como por exemplo, composigdo do meio
de cultivo, sendo que a qualidade do micélio pode ser evidenciada através do
crescimento homogéneo do fungo. Além disso, na produgao de Pleurotus spp. é
necessario levar em consideracdo o potencial genético de cada espécie e
linhagem, a qualidade nutricional, fatores ambientais e da estrutura do substrato,

conforme afirmam Sturion (1994) e Royse (2002).

Tabela 1- Massa miceliana (g) das linhagem PORO01/06 de P. ostreatoroseus e
BF24 de P. ostreatus cultivadas em placas de Petri com meios a base de palha
de arroz adicionados de serragem de couro curtida ao tanino, em diferentes
concentracdes, apos seis dias de incubacgao a 28°C.

Concentracao (%) de
gao (%) Linhagens de Pleurotus spp.

serragem de couro PORO01/06 BF24
0 0,017 ab A 0,020a A
) 0,014b A 0,012b A
10 0,020a A 0,017 ab A
15 0,017 ab A 0,012bB
20 0,019 ab A 0,016 ab A
25 0,014b A 0,012b A
30 0,022a A 0,016 ab B

Médias seguidas de mesma letra mindscula, nas colunas, e maiuscula, nas linhas, nao diferem
entre si pelo teste de Duncan (a= 0,05).

Muitos autores mencionam a utilizacdo de suplementos como farelo de
trigo, arroz, milho, aveia entre outros, nos meios de cultivo, de modo a otimizar a
fase inicial do desenvolvimento fungico e atender as necessidades nutricionais do
micélio, para que este cresgca de forma satisfatéria. De acordo com Cruz et al.
(1999), observaram que a utilizagdo de concentragdes elevadas de farelo de aveia

proporcionou reducao indesejavel da taxa de crescimento. Entretanto, Rossi et al.
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(2001), farelos de arroz e soja estimulam o crescimento miceliano de diversas
espécies de cogumelo, sendo considerados fonte nutricional, os quais podem ser
utilizados como suplemento.

A suplementagédo do meio de cultivo com serragem de couro atanada em
concentragbes crescentes, ndo estimulou, de forma significativa, o crescimento
miceliano das linhagens de Pleurotus spp. estudadas. Porém sua adicdo néao
impediu totalmente o seu desenvolvimento. Nas concentragées menores que 15%,
a colonizagdo do meio de cultivo apresentou-se mais eficiente quando
comparadas a concentragdes mais elevadas, para as duas linhagens. Sendo
assim, poderiam ser cultivadas em substratos que contenham suplementagdo com
estes residuos, e possivelmente, nao ter seu desenvolvimento afetado.

A adicado de serragem de couro aos meios de cultivo ou ao substrato, néo
foi, até entdo, relatada para fins de produgdo de cogumelos, mas existem varios
estudos voltados a reutilizagao e reciclagem de residuos. Estas experiéncias bem
sucedidas de tratamentos bioldgicos realizados com fungos da podriddo branca da
madeira, especialmente Thelephora sp., Trametes versicolor, Lentinula edodes e
Pleurotus, indicando alternativas viaveis para preservacdo do meio ambiente.
Balan e Monteiro (2001), estudaram a descoloragao do corante indico em meio de
cultura por quatro espécies de fungos basidiomicetos e verificaram que Pleurotus
spp. descoloriu 94% em apenas quatro dias de incubacgéo.

Pesquisas realizadas com diferentes linhagens de Pleurotus spp., visando
sua utilizagdo como agentes biorremediadores para tratamento de solo
contaminado, relatam a capacidade significativa destes fungos em degradar 40%
de Pentaclorofenol (PCP), composto quimico que tem como objetivo a destruigdo
de pragas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). O fungo Pleurotus sajor-caju possui
potencial para ser empregado em bioprocessos para a remog¢ao da cor de
efluentes téxteis ou no tratamento de residuos solidos coloridos (MONTEIRO et
al., 2005).

Para a variavel de crescimento miceliano houve diferencgas significativas
(a= 0,05) das médias para a interagao entre espécie e concentragao de serragem

de couro curtida ao tanino, nas linhagens estudadas (tab. 1A).
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A média crescimento miceliano de P. ostreatoroseus foi significativamente
maior quando comparada a P. ostreatus, entretanto, ndo houve linearidade em
relagdo as concentragdes utilizadas, deferindo dos resultados encontrados para
massa miceliana. A linhagem PORO01/06 atingiu maior crescimento miceliano,

demonstrando maior capacidade competitiva (tab. 2).

Tabela 2- Média de crescimento miceliano (cm.dia™) da linhagem BF24 de P.
ostreatus e PORO01/06 de P. ostreatoroseus, cultivadas em placas de Petri com
meios a base de palha de arroz, adicionados de serragem de couro curtida ao
tanino, em diferentes concentragdes, apds 6 dias de incubagao a 28°C.

Linhagens de Pleurotus spp.

Concentracao de

serragem de couro (%) POROLIOS BFad
0 2,7aA 25aA
5 3,0aA 1,9abB
10 29aA 1,7ab B
15 26aA 1,6bB
20 26aA 1,8ab A
25 23aA 23abA
30 24aA 1,8ab A

Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas colunas, e mailscula, nas linhas, nao diferem
entre si pelo testede Duncan (a= 0,05).

Segundo Marino (1997), os microrganismos se adaptam aos meios de
cultivo em fungédo da disponibilidade de nutrientes e do potencial genético dos
mesmos. 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. Ohga e Royse (2004), ao utilizarem dois
substratos no cultivo em trés linhagens de P. eryngii, verificaram um aumento
maximo de crescimento de 146%, quando utilizaram Cyperus alternifolius como
substrato.

Neste trabalho, de modo geral, a adicdo da serragem de couro nao

promoveu efeito estimulador no crescimento em relacdo ao tratamento sem adicao
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deste suplemento. Porém, é possivel observar que para a linhagem PORO01/06
nao houve diferenga entre os tratamentos. Para a linhagem BF24 a adigao de 15%
de residuos de couro mostrou efeito negativo, entretanto, as demais
concentracdes ndo influenciaram o desenvolvimento fungico (tab. 2).

O crescimento miceliano € bastante influenciado pela disponibilidade de
nutrientes, principalmente em relagao as fontes de carbono e nitrogénio. Segundo
Selbach et al. (1991), as variagdes na composi¢do dos residuos de curtume
dependem do tipo de curtimento empregado, ao tanino ou ao cromo. Os mesmos
autores, ao analisarem a biodegradag¢ao do couro, observaram que o curtimento
do couro ao tanino vegetal gerou um lodo com percentagem elevada de nitrogénio
(5,04%). Donini (2006), testando diferentes meios de cultivo observou que com
maior concentragdo de farelo de soja e, consequentemente, com maior
disponibilidade de nitrogénio, neste substrato, aumentou a massa miceliana das
linhagens de P. ostreatus. De acordo com Zanetti e Ranal (1997), alguns
experimentos mostraram que houve estimulo no crescimento e outros mostraram
que houve inibicdo quando a suplementacdo é realizada com materiais ricos em
nitrogénio. Conforme visto, o que interferiu no crescimento foi a concentragéo e a
natureza da fonte nitrogenada.

Os fendis presentes nos taninos vegetais, ndo sdo considerados nocivos
as aguas residuais, por se tratar de substancias naturais, porém esta afirmagao
deve ser constantemente avaliada, pois podem ocorrer modificagbes quimicas
nestas moléculas, durante o processo de curtimento das peles, pela adi¢gao de
outras substancias (MOREIRA; TEIXEIRA, 2003). O teor maximo de fendis que
podem fazer parte dos extratos tanantes ou das formulas de curtimento tem
padrao de emissao determinado pela FEPAM, no Rio Grande do Sul, tendo como
valor maximo 0,1mL™", enquanto que em paises desenvolvidos como Alemanha,
Franca e Jap&o o indice é de 0,5mL"™".

Ao avaliarem diferentes concentra¢des de tanino no meio de cultivo para
Pleurotus spp. (FAN et al., 2001), puderam constatar a redugéo do acido tanico no
meio BDA (batata-dextrose-Agar) e auséncia deste no interior do micélio,

sugerindo a degradacao do tanino adicionado ao meio. Estes autores averiguaram
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ainda, que 100mL™" de &cido tanico proporciona efeito estimulante na produgéo de
micélio e na produgdo de biomassa, porém em concentracdes de 500mL”, o
tanino exerce efeito negativo para o crescimento. No crescimento in vitro verificou-
se, especialmente para a linhagem PORO01/06, que a concentragcdo de tanino
contida no residuo de couro néo interferiu no crescimento do fungo, portanto, esta

de acordo com estes autores.

4.2. Experimento 2. Velocidade de crescimento micelial de duas linhagens de
Pleurotus cultivadas em substrato formulado com palha de arroz (Oryza

sativa) suplementada com serragem de couro curtida ao tanino vegetal

Para o crescimento miceliano, as linhagens foram avaliadas até os 17 dias
de incubacdo, momento em que a linhagem BF24 inoculada em substrato apenas
com palha de arroz, colonizou toda extensdo do tubo de ensaio. Por outro lado, a
linhagem PORO01/06, ndo completou a colonizagdo do substrato em nenhum dos
tratamentos, no respectivo tempo.

Para a variavel crescimento miceliano houve diferencgas significativas (a=
0,05) para as interagdes entre espécie e concentracdo de serragem de couro
curtida ao tanino, periodo de incubagao e concentragdo de serragem de couro
curtida ao tanino e periodo de incubacéo e espécie (tab. 2A).

A anadlise das médias de crescimento miceliano, através do teste de
Duncan mostrou que, no geral, a adigao da serragem de couro em concentragdes
crescentes, proporcionou resultado inverso ao desenvolvimento miceliano das
duas linhagens de Pleurotus spp. analisadas, ou seja, ocorreu diminuigdo,
significativa, no crescimento miceliano com o aumento das concentragdes do
suplemento serragem de couro. Porém a linhagem BF24 de P. ostreatus, no
tratamento com adi¢cado de 5% de serragem de couro atanada ao substrato palha

de arroz, foi significativamente superior aos demais tratamentos (tab. 3).
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Tabela 3: Crescimento miceliano (cm.dia™") das linhagens BF24 de P. ostreatus e
PORO01/06 de P. ostreatoroseus cultivadas em substrato palhas de arroz,
adicionado de serragem de couro curtida ao tanino, em diferentes concentragoes,
apoés 17 dias de incubacgao a 28°C.

Concentracéao de Linhagens de Pleurotus spp.
serragem de couro (%) PORO01/06 BF24

0 6,3aB 6,8b A

5 6,1bB 7.3aA

10 59cB 6,7b A

15 57cB 6,6 bc A

20 50dB 6,5cA

25 49deB 6,2dA

30 48¢eB 56eA

Médias seguidas de mesma letra mindscula, nas colunas, e mailscula, nas linhas, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (a= 0,05).

O micélio dos basidiomicetos pode ter sido inibido devido a natureza da
fonte nitrogenada adicionada, pois apenas no tratamento com 5% de residuo de
couro uma das linhagens foi estimulada. Segundo Mazeiro (1990), elevada
concentragao de nitrogénio reprime a degradacgao da lignina e consequentemente
retarda ou até mesmo cessa o crescimento do micélio.

O lodo de tanino apresenta 5,04% de nitrogénio na sua composigao
(SELBACH et al., 1991). Felinto (1999), ao avaliar a velocidade de colonizagao de
duas linhagens de P. ostreatus, em diferentes substratos, observou que o
tratamento elaborado com 50% de farelo de mandioca apresentou o menor
rendimento, enquanto que os adicionados de menor concentragdo ou na auséncia
desta suplementagcdo promoveram os melhores resultados. Dias et al. (2003)
observaram resultados semelhantes ao utilizarem substrato puro e suplementado
com farelos no cultivo de P. sajor-caju, onde a palha de feijao pura apresentou
menor tempo de crescimento miceliano, quando comparada a palha suplementada
com 10% de farelo de trigo. Uma colonizagéo rapida impede que outros fungos se

desenvolvam no material. Para a linhagem BF24 o mais indicado foi a adigao de
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5% de serragem de couro, entretanto a suplementagao de até 15% nao interferiu
no crescimento do micélio.

Estes fungos, além de serem utilizados para fins alimenticios e medicinais,
sdo amplamente empregados como agentes eficientes na biorremediagao
ambiental, reciclagem de residuos agroindustriais, adubag¢ao do solo e tratamento
de efluentes. Segundo Masaphy e Levanon (1992), Pleurotus spp. tém a
capacidade de metabolizar herbicidas em meio liquido. Os basidiomicetos podem
ser usados para detoxificar ambientes contaminados, pois produzem peroxidases,
que sao enzimas extracelulares envolvidas na degradagdo dos materiais
celulésicos (BARBOSA, 1996; FAN et al., 2001).

A demanda de residuos de curtume € alta e ocupa muito espaco,
tornando-se um problema quando seu destino sdo células de confinamento
(CLASS; MAIA, 1994). Por isso sua degradagdo com fungos basidiomicetos pode
ser uma alternativa viavel, tanto do ponto de vista econbmico quanto ecoldgico,
para a biorremediacio destes residuos e sua posterior reutilizagao.

Embora os residuos sélidos do beneficiamento do couro curtido ao tanino
vegetal, possam conter elementos tanantes e fendis, estes foram considerados
toleraveis ao desenvolvimento de Pleurotus, pois foram misturados a substratos
lignoceluldsicos, os quais apresentam em sua constituicdo estas moléculas. Tan e
Chang (1989) realizaram estudos sobre o efeito do &acido ténico nas
concentracdes de 500 a 1000ppm, no crescimento de L. edodes.

Os resultados demonstram que o acido tanico, nessas concentracoes,
exerce efeito toxico sobre o crescimento do fungo L. edodes. Wong e Wang
(1991), demonstraram em seus experimentos que P. sajor-caju foi capaz de
degradar o tanino presente na casca de café. Conforme Cai et al. (1993),
Pleurotus sajur-caju € mais tolerante aos mondmeros fendlicos relacionados a
lignina e aos derivados do tanino quando relacionados a L.. edodes e Volvariela.
volvacea. Fan e Socool (2007), em seu trabalho de detoxificagdo da casca de café
utilizando fungo constataram que concentracées de tanino inferiores a 100mL"’

sdo capazes de estimular o crescimento de Pleurotus.
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A adicdo de serragem de couro ao substrato palha de arroz promoveu
alteragdes significativas na velocidade de crescimento miceliano, entre as duas
linhagens de Pleurotus spp. (fig. 2 e 3). A linhagem BF24 apresentou efeito
positivo a velocidade de crescimento a partir do sétimo dia de incubacdo até a
fase final do periodo. Enquanto que na linhagem PORO01/06 ocorreu o inverso para
0 mesmo periodo, ou seja, houve reducdo na velocidade de crescimento do
micélio a partir do sétimo dia de incubagdo. Alguns autores atribuem a essa
variacdo e/ou inibicdo do crescimento, as caracteristicas bioldgicas de cada
espécie, pois ambas foram cultivadas no mesmo substrato. Capelari (1996),
estudando a taxa de crescimento de Pleurotus spp. em substrato sélido, observou
que este fungo tem seu desenvolvimento diferenciado pela temperatura e pelas
espécies utilizadas. Donini (2006) ao analisar o crescimento miceliano das
linhagens BF24, DF33 e HF19 de Pleurotus ostreatus observou que os substratos
adicionados de farelo de milho apresentaram médias de crescimento miceliano
similares ao tratamento apenas com capim-elefante, sem, no entanto, interfirir na
velocidade de crescimento.

Como observado, a adigao de serragem de couro, em niveis menores nao
interferiu no metabolismo do fungo, podendo ser utilizado no cultivo de cogumelos,
e posteriormente reutilizado para fins agricolas, contribuindo, dessa forma, para
evitar o seu descarte em aterros sanitarios. Segundo Selbach et al. (1991), ao
estudar os efeitos do lodo de curtume na agricultura, verificou que o teor de
carbono (66%) presente no lodo com tanino € bastante elevado quando

comparado ao lodo com cromo (21%).
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Figura 2: Velocidade de Crescimento miceliano (cm.dia™) das linhagens BF24 de
Pleurotus ostreatus e PORO01/06 de Pleurotus ostreatoroseus cultivadas em
substrato palhas de arroz, adicionado de serragem de couro curtida ao tanino.

A adicdo de 5% de serragem de couro atanada ao substrato palhas de
arroz promoveu um leve estimulo na velocidade de crescimento do micélio
fungico, o qual manteve-se até o término do periodo de incubac&o nédo deferindo
do tratamento sem adicdo de serragem de couro (tab. 4). A utilizacdo deste
suplemento, nas demais concentragdes, nado propiciou efeito positivo sobre a
velocidade de crescimento.

As menores velocidades de crescimento diario foram observadas na
concentragdo mais elevada (30%), durante todo o periodo de incubagao (tab. 4).
Fato ocasionado, possivelmente, pela a adicdo de serragem de couro ao
substrato, podendo esta ter provocado alteragbes no metabolismo do fungo. Neste
sentido, Class e Maia (1994), constituindo a caracterizagdo dos residuos solidos
gerados durante o processo de transformacéo da pele em couro, verificaram que
as aparas de peles curtidas ao tanino sdo compostas por aproximadamente 17%

de tanino combinado, ou seja, tanino a base de polifendis e seus derivados,
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porcentagem relativa a massa seca. Isso pode ter contribuido para o efeito
negativo exercido sobre crescimento miceliano.

Logo, Regina (2001), atribui ao fato de que em alguns casos, as fontes de
nitrogénio mais simples elevam a concentragdo de proteinas das culturas,
diminuindo o crescimento e a degradagao da lignina, sugerindo que existe relagao

negativa entre alta concentragao de proteina e crescimento de micélio fungico.

Tabela 4: Velocidade de crescimento miceliano (cm.dia™) das linhagens BF24 de
P. ostreatus e POR01/06 de P. ostreatoroseus cultivadas em substrato palha de
arroz, adicionado de serragem de couro curtida ao tanino, em diferentes
concentragdes, apos 17 dias de incubacgéo a 28°C.

Concentracéo

de serragem Tempo de Incubacéo (dias)

de couro (%)

3 5 7 9 11 13 15 17

0 0,75a  2,26ab 4,06a 5,54ab 7,30ab 9,11ab 10,80a 12,56a
5 0,87a 2,33a 4,12a 5,67a 7,46a 9,41a 11,04a 12,84a
10 0,83a 2,17abc 3,85ab 5,27bc 6,99bc 8,80bc 10,38b 12,17b
15 0,82a 2,25ab 3,86ab 5,20bc 6,78c 8,50c 9,95¢ 11,83b
20 0,58a 2,01abc 3,62bc 4,95cd 6,29d 8,00d 9,57d 11,12c
25 0,69a 1,86bc  3,39cd 4,77d 6,23d 7,74d 9,13e 10,76¢c
30 0,70a 1,80c 3,21d  4,40e 5,60e 7,12¢ 8,55f 10,16d

Médias seguidas de mesma letra mindscula, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de
Duncan (o= 0,05).

Na tabela 4 e na figura 3 evidencia-se uma diminuicdo da massa e do
crescimento do micélio fungico, como também, decréscimo na intensidade do
micélio. A capacidade do cogumelo crescer em substratos lignoceluldsicos esta
relacionada, a aspectos fisicos, ambientais e constituigdo do meio de cultura. Um
fungo pode desenvolver-se melhor em um meio que em outro, ou até mesmo nem
crescer em determinados meios. Assim, a utilizacdo de Pleurotus spp. na
degradacao de substratos lignocelulésicos adicionados com a serragem de couro
pode torna-se uma alternativa viavel ao tratamento destes residuos, sendo um
eficiente tratamento biolégico, por impedir o descarte destes, diretamente, no
ambiente. Podendo, ao final, deste processo ser aproveitado para outros fins. Uma

das alternativas para o descarte de residuos de curtume é o0 seu uso agronémico,
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pelas agdes corretiva e fertilizante que estes podem apresentar (CASTILHOS et
al., 2002). Souza et al. (2005), revelaram ser vantajoso o emprego do lodo de

curtume no substrato para cultivo de milho, pois contém importantes fontes de

nutrientes para o desenvolvimento das plantas.

Figura 3 - Crescimento miceliano das linhagens BF24 de Pleurotus ostreatus (A) e
PORO01/06 de Pleurotus ostreatoroseus (B), cultivadas no substrato palha de arroz,
adicionado de serragem de couro curtida ao tanino, em diferentes concentragoes,
apoés 17 dias de incubacgao a 28°C.

Além do crescimento miceliano significativamente reduzido no substrato
palha de arroz suplementado com serragem de couro, nos niveis mais elevados,
em relagao aos demais tratamentos, houve alteragdo no aspecto visual do micélio,
mostrando-se menos denso devido a menor quantidade de micélio visivelmente
formado (Fig. 3). Sendo assim, os substratos que favoreceram maior crescimento
miceliano, foram aqueles com 0 e 5% de serragem de couro, além disso,
proporcionaram um micélio mais vigoroso, diferenciado pela densidade (Fig. 3).
Estes resultados diferem parcialmente dos encontrados por Donini (2006), que ao
analisar a velocidade de crescimento de Pleurotus ostreatus notou que em

substratos mais pobres, sem a suplementacdo com farelos, o micélio tende a
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crescer mais rapidamente, como forma de suprir suas necessidades nutricionais,
tornando-se menos vigoroso. Neste sentido, a autora afirma, ainda, que mesmo
nao resultando em aumento na velocidade de crescimento, a suplementagdo com
farelos, especialmente com os de soja, trigo e milho sdo importantes no aumento
do vigor do micélio.

Faz-se necessario levar em consideracdo que a suplementagdo do
substrato, neste trabalho, foi realizada com serragem de couro curtida ao tanino,
sendo este um residuo que contém elevado indice de outras substancias, devido
ao processo de beneficiamento de peles, que podem interferir na colonizagdo do

micélio.

4.3. Experimento 3. Efeito da suplementacdo do substrato capim-elefante
(Pennisetum purpureum Schum) com serragem de couro curtida ao tanino

vegetal no rendimento de Pleurotus spp

A formacgao de corpos de frutificagao foi evidenciada apenas no tratamento
contendo capim-elefante puro e capim-elefante adicionado de 5% de serragem de
couro (Fig. 4). A média da massa fresca de cogumelos produzidos foi superior no
primeiro fluxo de produgdo, quando comparado com o segundo, ou seja,
ocorrendo uma queda acentuada de valor de um fluxo para outro (tab. 3A). Porém,
nao houve resposta positiva da massa fresca total de basidiomas nos tratamentos
suplementados com serragem de couro (tab. 5).

Muito embora visualizada a completa colonizacdo do substrato, nos
demais tratamentos nao ocorreram indicios de formacao de basidiomas. Outro fato
de importancia, ndo apresentado por dados neste trabalho, foi a verificacdo de
uma total decomposicdo dos fragmentos de couro contidos nos determinados
tratamentos, os quais foram visiveis no inicio da colonizagdo e que com o
transcorrer do tempo de incubagao foram biodegradados. Demonstrando, dessa
forma, a capacidade deste cogumelo em propiciar uma pré-decomposi¢gao do

material, o qual pode ser reutilizado na forma de adubo orgéanico.
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Figura 4 - Corpos de frutificagcdo de Pleurotus ostreatus (BF24) no tratamento
capim-elefante e em capim-elefante adicionado de 5% de serragem de couro.

Tabela 5 - Massa fresca (g) de Pleurotus ostreatus (BF24) produzido em substrato
capim-elefante esterilizado e adicionado de serragem de couro em diferentes

concentragdes, obtida apos 60 dias de cultivo.

Tratamentos

Fluxos
Total

1 2

Capim-elefante

Capim-elefante + 5% de serragem de couro
Capim-elefante+ 10% de serragem de couro
Capim-elefante+ 15% de serragem de couro

Capim-elefante+ 20% de serragem de couro

3491aA 1282bA 47,73A
32,42 a A 8,82b A 40,41B

0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00

Médias seguidas de mesma letra mindscula, nas linhas, e mailscula, nas colunas, ndo diferem

entre si pelo teste de Duncan (a= 0,05).
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A produtividade média apresentou-se superior no primeiro fluxo frente ao
segundo, mesmo nao tendo diferencas entre os tratamentos no decorrer dos
fluxos, levando-se em consideragdo apenas o tratamento composto por capim-
elefante e o constituido por capim-elefante adicionado de 5% de serragem de
couro (tab. 6). Na produtividade total ndo houve efeito positivo na adicdo de
serragem de couro, conforme foi observado para a variavel massa fresca. Neste
caso, apenas o tratamento com adigdo de 5% de serragem de couro resultou em

uma produtividade 7,32% menor que no tratamento sem esta suplementagao.

Tabela 6 - Produtividade (%) de Pleurotus ostreatus (BF24) cultivado em substrato
capim-elefante esterilizado adicionado de serragem de couro, obtida apos 60 dias
de cultivo sob temperatura oscilando entre 24 e 28°C.

Fluxos
Tratamentos Total

1 2

Capim-elefante 13,95aA 513bA 19,09 A
Capim-elefante + 5% de serragem de couro  12,97aA 3,51bA 16,17 B

Capim-elefante+ 10% de serragem de couro 0,00 0,00 0,00
Capim-elefante+ 15% de serragem de couro 0,00 0,00 0,00
Capim-elefante+ 20% de serragem de couro 0,00 0,00 0,00

Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas colunas, € maiuscula, nas linhas, nao diferem
entre si pelo teste de Duncan (a= 0,05).

Para eficiéncia biolégica os valores demonstrados dentro dos fluxos de
producao nao apresentaram diferengas entre tratamentos contendo capim-elefante
e capim-elefante adicionado de 5% de serragem de couro, logo diferengas foram
visualizadas no decorrer do cultivo, onde o primeiro fluxo foi superior ao segundo,
e na eficiéncia bioldgica total a qual foi superior no tratamento contendo apenas
capim-elefante (76,39%) (tab. 7).
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Tabela 7- Eficiéncia biolégica (%) de Pleurotus ostreatus (BF24) cultivado em
substrato capim-elefante esterilizado adicionado de serragem de couro, obtida
apos 60 dias de cultivo.

Tratamentos Fluxos
Total
1 2

Capim-elefante 55,86 a A 20,54 b A 76,39 A
Capim-elefante + 5% de serragem de couro 51,88a A 14,10 b A 64,66 B
Capim-elefante+ 10% de serragem de couro 0,00 0,00 0,00
Capim-elefante+ 15% de serragem de couro 0,00 0,00 0,00
Capim-elefante+ 20% de serragem de couro 0,00 0,00 0,00

Médias seguidas de mesma letra minuscula, nas linhas, e maiuscula, nas colunas, ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (a= 0,05).

A utilizacdo destes residuos, como substrato para a produgdo de
cogumelos visando rendimento P. ostreatus (BF24), mostrou-se ineficiente. Além
disso, os cogumelos produzidos foram visivelmente menores e apresentaram uma
morfologia levemente deformada, em relagdo a dos substratos sem
suplementagao, com estipe mais alongado e pileo subdesenvolvido. Embora tenha
ocorrido frutificagdo no tratamento adicionado de 5% do residuo de couro, estes
cogumelos nédo foram empregados na alimentagcdo, pois € imprescindivel a
elaboragdo de uma analise minuciosa da constituicdo quimica destes, levando-se
em consideragdo a possibilidade de existir alguma substéncia téxica presente no
substrato. Segundo Silva et al. (2002), o substrato utilizado no cultivo influencia a
composi¢cao quimica dos cogumelos. Estes autores ao cultivarem P. pulmonarius
em trés substratos diferentes observaram a elevada concentracdo de magnésio e
potassio nos cogumelos produzidos no substrato a base de residuos de algodéo
em relagdo aos dos substratos a base de Cymbopogon citratus e Panicum
maximum. Fan et al. (2000), no cultivo de Pleurotus, em casca de café, verificou-
se que o corpo de frutificacdo apresentou 0,085% de cafeina. Neste mesmo
trabalho os autores observaram a diminuigao (79%) do tanino presente na casca

de café, porém este ndo foi encontrado nos cogumelos.
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A utilizagdo de residuos de curtume tem sido feita, principalmente, para
fins agricolas, (COSTA et al., 2001; KONRADO; CASTILHOS, 2001; FERREIRA et
al., 2003; MARTINES, 2005; MARTINES et al., 2006). Muito embora, formas
alternativas de uso também sdo descritas, onde Peres e Freire (2004), sugeriram
a utilizagado da serragem de couro como parte constituinte de materiais alternativos
para a construcao civil.

Porém, muitas espécies de cogumelos podem ser utilizadas em processos
de biorremediacdo, ou em processos de tratamentos de efluentes. Segundo
Santos et al. (2002), em trabalho com tratamento de efluentes verificaram a
capacidade de P. ostreatoroseus em alterar a cor, e remover os fendis e
lignina/clorolignina. A descoloragcéo de efluentes também é citada por Selvam et
al. (2003), com a utilizagao de culturas de Thelephora sp., € a cultura de Lentinula
edodes, descrita por Souza et al. (2005), para os mesmos fins no tratamento de
efluentes de industria de nitrocelulose.

No cultivo de cogumelos ndo foram encontrados relatos da utilizagdo de
residuos de curtume para esta finalidade. Portanto, conforme se pode observar
durante a realizacdo deste trabalho, é possivel a utilizacdo destes residuos,
principalmente solidos, em adicdo com outros materiais lignocelulésicos para a
producado de cogumelos. Entretanto, analises mais detalhadas, das propriedades
fisicas e quimicas destes residuos, deverdao ser realizadas, como também,
analises bromatoldgicas dos cogumelos produzidos, visto que este pode adquirir
alguma substancia indesejada que possa estar presente no couro. Processos que
devem ser realizados mesmo para residuos que, ainda, ndo receberam o
curtimento, fase em que sao utilizados produtos quimicos em maiores

quantidades.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na presente pesquisa sobre o efeito
da suplementacdo do meio e do substrato de cultivo para duas linhagens de

Pleurotus, pode-se concluir que:

o A suplementagdo do meio de cultivo com serragem de couro curtida
ao tanino vegetal, em diferentes concentragbes, ndo impede totalmente
crescimento miceliano das duas espécies de Pleurotus.

o O aumento da concentracdo de serragem de couro ao meio de
cultivo acarreta em redugao da massa miceliana de ambas espécies de Pleurotus.

o A adicao de serragem de couro nédo exerce efeito estimulante no
desenvolvimento do micélio. Entretanto, a média de crescimento miceliano da
linhagem PORO01/06 € maior que os da linhagem BF24.

o O acréscimo de 5% de serragem de couro curtida ao tanino exerce
efeito estimulador na velocidade de crescimento miceliano para a linhagem BF24.

o Ha a formacao de basidiomas, para BF24, apenas nos tratamentos
capim-elefante adicionado de 5% de serragem de couro curtida ao tanino vegetal.

o A diminuigao significativa na massa fresca, produtividade e eficiéncia
biologica total, indicam que a serragem de couro n&o € um suplemento adequado

quando se visa o rendimento de P. ostreatus.
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Tabela 1A: Andlise da variagao e testes de significAncia para massa miceliana
das linhagens BF24 de Pleurotus ostreatus e PORO01/06 de Pleurotus
ostreatoroseus, cultivadas em substrato palha de arroz, adicionado de serragem
de couro curtida ao tanino, em diferentes concentragdes.

Fonte de variacéo G.L. Q.M. Valor de F Prob.> F
Espécie 1 0,0000984 6,83 0,01112
Concentracédo 6 0,0000681 4,72 0,00083
Espécie x Concentragao 6 0,0000219 1,52 0,18703
Residuo 56 0,0000144
Média Geral 0,016
Coeficiente de Variacao (%) 23,40

Tabela 2A: Analise da variagao e testes de significancia para a velocidade de
crescimento das linhagens BF24 de Pleurotus ostreatus e POR01/06 de Pleurotus
ostreatoroseus, cultivadas em substrato palha de arroz, adicionado de serragem
de couro curtida ao tanino, em diferentes concentragdes.

Fonte de variacéo G.L. Q.M. Valor de F Prob.> F
Espécie 1 39,17 17,90 0,00014
Concentracéo 6 1,62 0,74 0,62012
Espécie x Concentragao 6 2,77 1,26 0,27325
Espécie x Periodo 4 3,89 1,78 0,13232
Concentracédo x Periodo 24 0,17 0,08 1,00000
E:ﬂsgioe X concentragao x 24 0,64 0,30 0,99940
Residuo 284 2,19
Média Geral 2,30

Coeficiente de Variacéo
(%) 64,28
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Tabela 3A: Analise da variagao e testes de significancia para a massa fresca,
produtividade e eficiéncia bioldgica do cogumelo de Pleurotus ostreatus, linhagem
BF24, cultivadas em substrato palha de arroz, adicionado de serragem de couro

curtida ao tanino, em diferentes concentracoes.

Fonte de variacéo G.L. Q.M. Valor de F Prob.> F
Espécie 1 131,97 711,57 0,00001
Concentracéo 6 2416 130,26 0,00001
Periodo 7 1019,65 5497,91 0,00001
Espécie x Concentragao 6 2,79 15,03 0,00001
Concentracédo x Periodo 42 1,17 6,31 0,00001
Espécie x Periodo 7 17,13 92,39 0,00001
E:ﬁ,cé)gig X concentragao x 42 0,12 0,65 0,95560
Residuo 448 0,180
Média Geral 6,04
Coeficiente de Variacéo
(%) 7,14
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