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USO DE RESIDUOS DE MADEIRAS E FRUTOS DA AMAZONIA PARA

O CULTIVO IN VITRO DO COGUMELO COMESTIVEL SHIITAKE

Lorena Vieira Bentolila de Aguiar, Ceci Sales-Campos, Cristiane Suely Melo de Carvalho,
Marli Teixeira de Almeida Minhoni e Meire Cristina Nogueira de Andrade

RESUMO

Para se viabilizar economicamente a produgdo de cogume-
los comestiveis em qualquer regido do pais é preciso apro-
veitar, para o cultivo, residuos localmente abundantes com
baixo ou nenhum valor comercial e que sejam potencialmente
promissores para esta finalidade. Sendo assim, verificou-se o
crescimento micelial radial da linhagem LED 20 de Lentinula
edodes (Berk.) Pegler em meios de cultura preparados a base
de extrato de residuos regionais, utilizando-se substratos pre-
parados a base das serragens das madeiras de breu (Protium
puncticulatum), tauari (Cariniana micrantha) e piquiarana (Ca-
ryocar glabum), suplementadas a 20 % com os residuos tritu-
rados das cascas dos frutos do tucumd (Astrocaryum aculea-
tum) e do cupuagu (Theobroma grandiflorum). Os residuos de
serragem de eucalipto (Eucalyptus spp.) e de farelo de trigo

(Triticum aestivum L.) foram utilizados como testemunha de-
vido ao seu uso comum no cultivo de L. edodes. O delinea-
mento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4%3, totalizando 12 tratamentos com cinco re-
petigoes, sendo cada repeti¢do correspondente a uma placa de
Petri, somando um total de 60 placas, que foram incubadas a
25°C. Avaliou-se, diariamente, o didmetro da colénia, durante
sete dias de incubagdo. Apos esse periodo, verificou-se que os
meios que mais se destacaram dentre os demais, proporcionan-
do algumas das maiores médias de crescimento micelial da li-
nhagem LED 20 de L. edodes, foram os preparados a base de
extrato de breu, cuja suplementa¢do com ambos os farelos foi
favoravel para o desenvolvimento fungico, confirmando o po-
tencial desses residuos.

Introducao

Sendo um fungo comestivel
de alto valor nutricional, medi-
cinal e gastrononimo, o Shii-
take (Lentinula edodes (Berk.)

Pegler) ¢ bastante apreciado por
estas caracteristicas, além de
possuir uma importante habili-
dade de degradacio de residuos
lignoceluldsicos, que lhe permi-
te obter compostos como car-

bono e nitrogénio, entre outros
nutrientes essenciais para o seu
crescimento (Donini et al.,
2006; Andrade et al., 2010). E
pertencente a Divisdo Basidio-
mycota, Classe Basidiomycetes,

Subclasse Holobasidiomyceti-
dae, Ordem Agaricales e Fami-
lia Tricholomataceae (Alexo-
poulos et al. 1996).

Com o exacerbado descarte
de residuos no meio ambiente,
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USE OF WOOD RESIDUES AND FRUIT FROM AMAZON FOR THE IN VITRO CULTIVATION OF EDIBLE

MUSHROOM SHIITAKE

Lorena Vieira Bentolila de Aguiar, Ceci Sales-Campos, Cristiane Suely Melo de Carvalho,
Marli Teixeira de Almeida Minhoni and Meire Cristina Nogueira de Andrade

SUMMARY

Local abundant residues with low or without commercial
value with potential to make the production of edible mus-
hrooms economically viable in any region of Brazil must be
employed for cultivation. Thus, the radial mycelial growth of
LED 20 strain of Lentinula edodes (Berk.) Pegler was verified
in culture media prepared with extract of regional residues by
using substrates based on Protium puncticulatum, Cariniana
micrantha and Caryocar glabum sawdust, supplemented with
20% of grinded residues from the barks of the fruits of As-
trocaryum aculeatum and Theobroma grandiflorum. Residues
from eucalyptus (Eucalyptus spp.) sawdust and wheat bran
(Triticum aestivum L.) were used as witness because they are

commonly used in the cultivation of L. edodes. The experimen-
tal design used was totally randomized, in 4X3 factorial sche-
me, totalizing 12 treatments with five repetitions, being that
each repetition corresponded to a Petri dish, adding up a total
of 60 dishes, which were incubated under 25°C. The diameter
of the colony was daily evaluated during seven days of incu-
bation. After that period, it was verified that media prepared
with P. puncticulatum extract, whose supplementation with both
brans was favorable for fungic development, presented some of
the highest averages of mycelial growth of LED 20 strain of L.
edodes, confirming the potential of those residues.

USO DE RESIDUOS DE MADERA Y FRUTOS DE LA AMAZONIA PARA EL CULTIVO IN VITRO DEL HONGO

COMESTIBLE SHITAKE

Lorena Vieira Bentolila de Aguiar, Ceci Sales-Campos, Cristiane Suely Melo de Carvalho, Marli Teixeira de Almeida Minhoni

y Meire Cristina Nogueira de Andrade
RESUMEN

Los abundantes residuos locales con bajo o ningun valor
comercial que tienen el potencial de hacer econdmicamente
viable la produccion de hongos comestibles en cualquier re-
gion de Brasil deben ser empleados para el cultivo. Por ello,
el crecimiento radial de micelios de la cepa LED 20 de Lenti-
nula edodes (Berk.) Pegler fue estudiado en medios de cultivo
preparados con extractos de residuos regionales, utilizandose
sustratos basados en aserrin de Protium puncticulatum, Cari-
niana micrantha y Caryocar glabum, suplementado con 20% de
residuos molidos de las cortezas de los frutos de Astrocaryum
aculeatum y Theobroma grandiflorum. Se emplearon residuos
de aserrin de eucalipto (Eucalyptus spp.) y salvado de trigo

(Triticum aestivum L.) como control por ser éstos comunmen-
te en el cultivo de L. edodes. El diseiio experimental fue en-
teramente al azar, con esquema factorial 4x3, totalizando 12
tratamientos con cinco repeticiones. Cada repeticion corres-
pondio a una placa de Petri, haciendo un total de 60 placas,
que fueron incubadas a 25°C. El diametro de las colonias fue
evaluado diariamente durante siete dias de incubacion. Tras
ese periodo se verifico que los medios preparados con extracto
de P. puncticulatum, cuya suplementacion con ambos residuos
resulto favorable para el desarrollo del hongo, presentaron los
promedios mads altos de crecimiento micelial de la cepa LED
20 de L. edodes, confirmando el potencial de tales residuos.

a habilidade degradativa dos
fungos vem como uma forma
de utilizagdo desses residuos
como substratos no cultivo de
cogumelos comestiveis, dimi-
nuindo os impactos ambien-
tais ocasionados por estes
(Sales-Campos et al., 2010).
Para se viabilizar economi-
camente o cultivo de cogu-
melos comestiveis em uma
determinada regido € preciso
aproveitar residuos localmen-
te abundantes com baixo ou
nenhum valor comercial (Sa-
les-Campos e Andrade,
2011). Da-se ai a importancia
de se avaliar a utiliza¢do das
cascas dos frutos de tucuma
(Astrocaryum aculeatum
Meyer) e de cupuagu (Theo-
broma grandiflorum Schum)
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e de serragens regionais para
esta finalidade.

O tucuma ¢ uma arecaceae
nativa com potencial econd-
mico, tecnologico, nutricional
e de sabores e aromas inigua-
laveis, sendo sua polpa apre-
ciada e consumida pela popu-
lacdo na forma in natura ou
como recheio de sanduiches,
tapioquinha, cremes e sorve-
tes (Yuyama et al., 2008).
Além disso, apresenta um ex-
celente potencial na producdo
de biocombustivel, a partir do
6leo das améndoas de tucuma
(Barbosa et al., 2009). O
cupuacu ¢ um fruto cada vez
mais valorizado devido ao seu
sabor e aroma agradaveis ¢ a
diversidade de subprodutos
que podem ser obtidos do

mesmo (Esteller et al., 20006),
podendo ser utilizado ao natu-
ral ou preparado industrial em
sorvetes, licores, sucos, com-
potas, néctar enlatado e ge-
léias. No entanto, as cascas
dos frutos de tucuma e de
cupuacu ainda ndo tém muitas
alternativas de utilizagéo.
Aguiar et al. (2011) obtiveram
as maiores médias de cresci-
mento micelial de L. edodes
com a utilizacdo das cascas
dos frutos do cupuagu e do
tucuma como base do meio
de cultura, indicando um po-
tencial desses residuos.
Quanto as madeiras, o Pro-
tium sp. é considerado um
importante agente terapéutico,
sendo utilizada como antiin-
flamatorio, analgésico, expec-

torante e cicatrizante, sendo
largamente encontrado na re-
gido amazonica (Bandeira et
al., 2002). E utilizado também
no preparo de tinta e verniz e
na carpintaria. O tauari (Cari-
niana micrantha Ducke) e a
piquiarana (Caryocar glabum
(Aublet) Pers. spp glabrum))]
tem um grande potencial e
possuem as mais diversas uti-
lizagdes na marcenaria, na
constru¢do civil e naval em
geral, na carpintaria em geral
e na cutelaria (Remade 2005).
Como ¢ gerada uma enorme
quantidade desses residuos
madeireiros pelo processa-
mento inadequado realizado
pela indastria e o seu poten-
cial de aproveitamento vem
sendo subestimado, a utiliza-
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¢30 desses insumos no cultivo
de cogumelos na regido pode
ser uma boa alternativa.

Este trabalho teve como
objetivo testar a viabilidade
de uso de subprodutos regio-
nais alternativos de baixo cus-
to e facil aquisicdo visando
uma futura aplicagdo na pro-
ducdo de cogumelos comesti-
veis. Para isto foi avaliado o
crescimento micelial da linha-
gem LED 20 de L. edodes em
meios de cultura a base de
extrato das serragens regio-
nais de breu, tauari e piquia-
rana suplementados com os
residuos triturados das cascas
dos frutos de cupuacu e de
tucuma.

Material e Métodos

O experimento foi desen-
volvido no Laboratdério de
Cultivo de Fungos Comesti-
veis da Coordenagdo de Tec-
nologia e Inovagcdo (CTI),
Instituto Nacional de Pesqui-
sas da Amazdnia (INPA),
Manaus, AM, Brasil.

Linhagens de L. edodes

Foi utilizada a linhagem
LED 20 de L. edodes, linha-
gem esta procedente da Mi-
coteca do Modulo de Cogu-
melos da Faculdade de Cién-
cias Agrondmicas/ UNESP,
Botucatu-SP, Brasil. Original-
mente esta linhagem foi obti-
da do INRA-MYCSA (Insti-
tut National de La Recherche
Agronomique - Mycologie et
Sécurité des Aliments), a
qual estava conservada em
banco de germoplasma. Essa
linhagem encontra-se arma-
zenada, em Oleo mineral es-
téril, no Laboratorio de Cul-
tivo de Fungos Comestiveis,
CTI/INPA.

Foram utilizadas as serra-
gens de madeiras regionais:
breu (Protium puncticulatum),
piquiarana (C. glabum) e
tauari (C. micrantha). A ser-
ragem de eucalipto (Eucalyp-
tus spp.) foi utilizada como
testemunha por ser uma ma-
deira de uso comum no culti-
vo de L. edodes. Como suple-
mentos foram utilizados farelo
da casca do fruto do tucuma
(A. aculeatum), farelo da cas-

TABELA 1
CRESCIMENTO MICELIAL (mm) /N VITRO DA
LINHAGEM LED 20 DE Lentinula edodes EM MEIOS
DE CULTURA A BASE DE EXTRATO DE SERRAGEM
DE DIFERENTES TIPOS DE MADEIRAS,
SUPLEMENTADO COM 20% DE FARELOS DE TRIGO
E DAS CASCAS DO FRUTO DO CUPUACU E TUCUMA,
APOS SETE DIAS, A 25°C

Tipo de farelos
(%)

Madeiras
Cupuagu Trigo Tucuma
Breu 59,35 A a 61,45 A a 59,25 A a
Eucalipto 56,75 A a 54,13 B a 56,70 A a
Piquiarana 4275Cb 39,62 C ¢ 45,80 B a
Tauari 52,67 B b 53,55 B b 58,15 Aa

Médias seguidas de letras iguais, maitiscula em cada coluna e minuscula em
cada linha, ndo diferem entre si (p<0,05). CV (%)= 3.45.

ca do fruto do cupuacu (T
grandiflorum) e farelo de tri-
go (Triticum aestivum), sendo
que este ultimo também ser-
viu como testemunha, uma
vez que ¢ comumente utiliza-
do como suplemento no culti-
vo de L. edodes.

O farelo de trigo foi adquiri-
do no comércio local de Ma-
naus, AM. As cascas dos fru-
tos de tucuma e de cupuagu
foram obtidas em feiras de hor-
tifruti da cidade. As cascas de
cupuagu e tucuma foram secas
ao sol, apods a coleta, e conser-
vadas em sacos plasticos iden-
tificados até a trituracdo. Os
residuos madeireiros foram ob-
tidos na CTI e também foram
triturados para a utilizagdo no
experimento. Apds a trituragéo,
os residuos foram armazenados
em frascos de vidro do tipo
conserva (800ml) e identifica-
dos, até a utilizagdo no preparo
dos meios de cultura.

Meios de cultura

O meio de cultura utilizado
na avaliagdo do crescimento
micelial das linhagens de L.
edodes foi o SA (substrato-
-agar), baseado na metodolo-
gia proposta por Andrade et
al. (2008). Os substratos fo-
ram preparados a base das
serragens de breu (P. puncti-
culatum), eucalipto (Eucalyp-
tus spp.), piquiarana (C. gla-
brum) e tauari (C. micranta)
suplementadas com 20% de
farelo de trigo, das cascas dos
frutos de tucuma e de cupua-
¢u. Dessa maneira, no total,
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foram preparados doze tipos
de substratos.

Em um recipiente previa-
mente limpo, foi feito manu-
almente a mistura de todos os
ingredientes, bem como a
umidificacdo do substrato
com agua destilada até a ob-
tencdo de 60% de umidade.
Os substratos resultantes des-
tas misturas foram dispostos
em frascos de vidro (200ml)
com tampa, ¢ autoclavados a
121°C por 0,5h.

Apds o resfriamento dos
substratos até temperatura am-
biente, foram pesados 20g de
cada substrato, sendo esta
quantidade submetida a fervura
em 250ml de agua destilada,
durante 15min. Em seguida, foi
feita a filtracdo em peneira co-
mum de malha fina, com adi-
cional de uma manta de algo-
ddo. Posteriormente, o extrato
obtido (filtrado) foi disposto em
frascos Duran (com capacidade
para 250ml), completando-se o
volume para 250ml com agua
destilada. Apos esse processo,
foram adicionadas 5g de agar
em cada frasco e os mesmos
foram autoclavados a 121°C por
30min.

Apos o resfriamento dos
meios de cultura até aproxima-
damente 45-50°C estes foram
vertidos em placas de Petri
previamente esterilizadas em
camara de fluxo laminar.

Delineamento experimental e
andlise estatistica

Foi utilizado um delinea-
mento experimental inteira-

mente casualizado, em es-
quema fatorial 4x3, cujos
tratamentos corresponderam
as combinag¢des dos quatro
tipos de madeiras diferentes
e trés tipos de farelos utili-
zados como suplementagdo
no nivel de 20%, totalizando
12 tratamentos. Cada trata-
mento constou de cinco re-
peti¢des, sendo cada repeti-
¢do correspondente a uma
placa de Petri, com um total
de 60 placas.

Os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANO-
VA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para tal, foi
utilizado o programa SISVAR
4.2 desenvolvido pelo Depar-
tamento de Ciéncias Exatas,
da Universidade Federal de
Lavras, Brasil. As analises de
regressdo foram feitas no pro-
grama MicroCal Origin 3.0.

Inoculagdo, colonizagdo e
variavel analisada

Apos a solidificagdo dos
meios de cultura, discos de
7mm de diametro da linha-
gem LED 20 do L. edodes
foram transferidos para as
placas de Petri contendo os
meios de cultura previamente
preparados. As placas foram
distribuidas inteiramente ao
acaso ¢ mantidas em estufa
incubadora a 25°C. Durante
este periodo, a cada 24h, a
partir da data de inoculacgao,
com auxilio de uma régua
graduada em milimetros, fo-
ram realizadas quatro medi-
¢des eqiiidistantes entre si do
crescimento radial do micélio
na superficie do meio, até que
em um dos tratamentos, o
micélio atingiu a proximidade
das bordas da placa de Petri.

Resultados e Discussiao

A anélise de variancia apre-
sentou efeito de interagdo sig-
nificativa entre os fatores
meio de cultura e farelos,
para o crescimento micelial.
Na Tabela I encontra-se a
comparagdo das médias levan-
do-se em conta os diferentes
niveis dos dois fatores.

Comparando-se dentro das
formulagdes propostas com
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cada serragem utili-
zada, no breu e no
eucalipto (testemu-
nha), ndo houve dife-
rengas significativas
de crescimento entre
os suplementos utili-
zados. Nos meios a
base de serragem de
piquiarana e de taua-
ri, o tucuma obteve
as maiores médias de or

n w IS o 3
S S S <]
T T T T

Crescimento micelial (mm)
IS
T

Breu

| y=-7,800-+9,496 xr*=0,999 3
y=
y=

-0,400+9,996 X r*=0997
-8,857+9,546 X =099

®  Cupuagu
® Trigo
4 Tucuma

Eucalipto
| y=-8,228+9,086 xr°=0,997
y=-7,486+8771 xr°=0999
I y=-7,943+9,043 xr°=0,996

ram as melhores mé-
dias de crescimento
micelial. Estudando o
crescimento micelial
de duas linhagens L.
edodes em residuo
de algodao, folhas de
capim-colonifo, ser-
ragens de eucalipto,
santa-barbara e Gre-
villea robusta, Go-
mes-da-Costa et al.

crescimento micelial.
Dentre os suplemen-
tos, o tucuma se des-
tacou entre os de-
mais, conseguindo
boas médias em to-
das as serragens uti-

lizadas. Silva et al. B0y=
(2005), constataram 50y
que o tipo e a con-
centracdo dos suple- wl

mentos influenciam o
crescimento de L.
edodes utilizando re-
siduo de eucalipto
suplementado com 5,
10, 15 e 20% de fa-
relo de soja, de trigo

n w
S S
T T

Crescimento micelial (mm)
IS
T

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5

Periodo de incubagéo (dias)

Piquiarana
-6,900-+6,814 X °=0,986

y=-6,557+6,375 x °=0,987

-6,643+7,314 X1°=0994

=  Cupuacu
® Trigo

4 Tucuma

1 1 1 1 1 1 1

Figura 1. Efeito dos suplementos no crescimento micelial da linhagem LED 20 de Lentinula
edodes em meios a base de serragem de breu e de eucalipto, incubadas por sete dias, a 25°C.

Tauari
| y=-7,614+8503 xr°=0,998
y=-7,757+8,636 xr°=0997
Fy=-9271+9,361 xr?=0,993

7 (2008) obtiveram me-
lhores resultados nos
substratos compostos
por serragens de Eu-
calyptus spp. e de G.
robusta. Nyochem-
beng et al. (2008),
A avaliando o cresci-
mento micelial de L.
edodes em residuos
da colheita de tomate,
feijdo-soja, feijao-cau-
pi, manjericdo, batata
doce e palhas de ar-
roz e de trigo, obser-
varam que os substra-
tos a base de palhas
L apresentaram médias

e de arroz. Esses au-
tores verificaram que
formulag¢des com fa-
relo de arroz e de
trigo apresentaram
um efeito positivo, aumentan-
do o crescimento micelial em
residuo de eucalipto, mas fo-
ram significativamente meno-
res que as formulagdes com
farelo de soja.

Nas comparagdes entre os
meios de cultura suplementa-
dos com diferentes farelos,
dentre os meios suplementa-
dos com cupuacu, breu e eu-
calipto foram os que mais se
destacaram, ndo diferindo sig-
nificativamente. Ja entre os

Cupuagu
60 [ y=-7,800+9,496 x r°=0999
b y=-8,228+9,086xr*=0997
50 | y=-6,900+6,814 xr°=0986
b y=-7614+8503xr°=099
40

30

Crescimento micelial (mm)

1 2 3 4 5 6 7

Periodo de incubacéo (dias)

meios suplementados com tu-
cumad, breu, eucalipto e tauari
foram os meios com as maio-
res médias de crescimento da
linhagem LED 20 de L. edo-
des. Ja dos meios suplementa-
dos com o farelo testemunha
(trigo), os melhores resultados
foram obtidos pelo breu. A
serragem de breu se destacou
dentre as demais, conseguindo
boas médias com todas as
suplementagdes utilizadas. A
serragem de piquiarana obteve

. l-y=-9,400+9,996 xr°=0,997

Figura 2. Efeito dos suplementos no crescimento micelial da linhagem LED 20 de Lentinula
edodes em meios a base de serragem de piquiarana e tauari, incubadas por sete dias, a 25 °C.

as menores médias em todas
as formulagdes testadas. Os
resultados obtidos comprovam
que hé variagdes no cresci-
mento do L. edodes de acordo
com os substratos utilizados.
Bernabé-Gonzalez et al.
(2006) em ensaios de cresci-
mento micelial de L. edodes
utilizando substratos de planta
de alfafa, palha de arroz, pa-
lha de sorgo e fibras de coco
verificaram que a alfafa e a
casca de amendoim apresenta-

Trigo

significativamente
maiores em relagdo
as demais formula-
¢oes utilizadas.
Verificou-se dife-
rentes comportamentos no
crescimento micelial de L.
edodes em cada um dos resi-
duos, durante o periodo de
incubagdo. Nos meios & base
de serragem de breu e de ser-
ragem de eucalipto ndo houve
diferengas significativas entre
as médias dos diferentes su-
plementos utilizados no de-
correr do tempo (Figura 1). Ja
os meios a base de tauari e
piquiarana verificou-se, no
decorrer do tempo, uma ten-

Tucuma

Breu
Eucalipto
Piquiarana
Tauari

4 p o=

y=-7,486+8,771 x*=0999
l-y=-6,557-+6,375 x°=0,987
y=-7,757+8,636 °=0,997

- y—-8,857-+9,546 xr°=099%
y=-7943+9,043 x°=0,996
Fy=-6,643+7,314 xr°=09%
y=-9,271+9,361 xr°=0,994

Figura 3. Crescimento micelial da linhagem LED 20 de L. edodes em meios a base de diferentes residuos
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1 2 3 4 5 6
Periodo de incubagéo (dias)

madeireiros, durante sete dias, a 25°C.
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déncia de maiores médias nos
meios suplementados com tu-
cuma (Figura 2). Observando-
-se o desempenho de todos os
tipos de madeiras utilizadas,
os meios a base de breu obti-
veram as maiores médias de
crescimento no decorrer do
tempo do experimento em
relagdo as demais serragens
testadas (Figura 3).

Conclusao

A utilizagdo dos residuos
de breu, tauari, tucumi e
cupuagu pode vir a ser uma
opcdo promissora para subs-
tituir a utilizagdo dos residu-
os tradicionais na producdo
de L. edodes. A aplicagido
desses residuos, além de
promover substratos alterna-
tivos, também auxilia na re-
solucdo dos problemas de
poluigdo causados pela sua
disposi¢do exacerbada no
meio ambiente. A serragem
de breu como base do meio
e o residuo da casca do fru-
to do tucuma utilizado como
suplemento obtiveram alguns
dos melhores desempenhos
de crescimento micelial de
L. edodes e tem potenciali-
dade para serem utilizados a
fim de ampliar o cultivo de

cogumelos comestiveis no
estado do Amazonas.
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