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RESUMO

O Pleurotus ostreatus € um cogumelo com grande relevancia gastronémica e nutricional,
pois possui baixo valor calorico e quantidades elevadas de proteinas, vitaminas e fibras
alimentares. Além disso, possui propriedades terapéuticas e farmacoldgicas, e € capaz de
degradar materiais lignocelulésicos. O substrato exaurido pés-cultivo desse fungo, Spent
Mushroom Substrate (SMS), possui potencial para utilizagdo como adubo organico, racéo
animal, substrato para plantas e producdo de biocombustiveis, como o biogas. A
composicdo do substrato pdés-cultivo pode variar conforme a espécie cultivada e a
diversidade de biomassa utilizada. Por conter compostos organicos lignoceluldsicos e
células fungicas, esse substrato pés-cultivo possui grande potencial para ser utilizado como
matéria-prima em biodigestdo anaerdbia. Dentre os substratos que podem ser utilizados
para o cultivo estdo a borra de café e as gramineas, por serem ricos em nutrientes e em
lignocelulose, os quais sdo compostos essenciais para o desenvolvimento de fungos da
podriddo branca. Em vista disso, este trabalho teve como objetivo a producéo de Pleurotus
ostreatus em residuos de borra de café e gramineas das espécies Zoysia japonica (grama
esmeralda) e Cynodon spp. cv. Tifton 85 (feno), para posterior obtencao e caracterizacao
do substrato residual utilizado no cultivo e execucédo de ensaios de Potencial Bioquimico de
Metano (PBM), a fim de avaliar a producéo de biogas e metano. O substrato S1, composto
de 50,0% borra de café e 50,0% Zoysia japonica, obteve eficiéncia biolégica (EB) de
106,6%, e resultou no residuo de cultivo R1, o qual produziu 462,4+13,2 e 277,4+7,9
Ln.kgsv? de biogas e metano, respectivamente. Enquanto que o substrato S2, composto
por 50,0% borra de café e 50,0% Cynodon spp. cv. Tifton 85, apresentou EB de 103,7%, e
produziu 339,2+20,7 e 196,8+12,0 Ln.kgsv! de biogas e metano, respectivamente. Dessa
forma, a utilizacdo desses residuos para a producao de energia limpa foi considerada uma
alternativa que contribui para a economia circular e para alcancar os Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030, especialmente 0s que versam sobre
energia limpa e acessivel (7), consumo e producdo responsaveis (12) e acdo contra as
mudancas climaticas (13).

Palavras-chave: residuos; lignocelulose; Pleurotus ostreatus; digestao anaerdbia; biogas.
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RESUMEN

El Pleurotus ostreatus es una seta de gran relevancia gastrondmica y nutricional, ya que
cuenta con un bajo valor caldrico y a la vez altos contenidos de proteinas, vitaminas y fibra
dietética. Ademas, posee propiedades terapéuticas, farmacolégicas y es capaz de degradar
materiales lignocelulésicos. El sustrato poscultivo de esta seta, Spent Mushroom Substrate
(SMS), tiene potencial como uso de fertilizante organico, alimento para animales, sustrato
para plantas y produccién de biocombustibles, como el biogas. La composicion del sustrato
poscultivo puede variar segun las especies cultivadas y la diversidad de biomasa utilizada.
Al contener compuestos organicos lignocelulésicos y células fungicas, este sustrato
poscultivo tiene un gran potencial como materia prima en biodigestion anaerobia. Entre los
sustratos que se pueden utilizar para el cultivo se encuentran los pozos de café y las
gramineas, ya que son ricos en nutrientes y en lignocelulosa, compuestos esenciales para
el desarrollo de los hongos de la pudricion blanca. Ante lo expuesto, este trabajo tuvo como
objetivo producir setas Pleurotus ostreatus en residuos de pozo de café y gramineas de las
especies Zoysia japonica (hierba esmeralda) y Cynodon spp. cv. Tifton 85 (heno), para
posterior obtencién y caracterizacion del sustrato residual utilizado en el cultivo y ejecucion
de ensayos de Potencial Bioquimico de Metano (PBM), con el fin de evaluar la produccién
de biogas y metano. El sustrato S1, compuesto por 50,0% pozo de café y 50,0% Zoysia
japonica, presento6 una eficiencia bioldgica (EB) de 106,6%, y dio como resultado el residuo
de cultivo R1, que produjo 462,4+13,2 y 277,4+7,9 Ln.kgsv! de biogads y metano,
respectivamente. Mientras que el sustrato S2, compuesto por 50,0% pozo de café molido y
50,0% Cynodon spp. CV. Tifton 85, presentd EB de 103,7%, y produjo 339,2+20,7 y
196,8+12,0 Ln.kgsv! de biogas y metano, respectivamente. De esta forma, el
aprovechamiento de estos residuos para la produccién de energia limpia se plante6 como
una alternativa que contribuye a la economia circular y al logro de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030, en especial aguellos que versan sobre
energia asequible y no contaminante (7), produccién y consumo responsables (12) y accion
por el clima (13).

Palabras clave: desperdicio; lignocelulosa; Pleurotus ostreatus; digestion anaerdbica;
biogas.
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ABSTRACT

Pleurotus ostreatus is a mushroom with great gastronomic and nutritional relevance, as it
has low caloric value and high amounts of proteins, vitamins and dietary fiber. In addition, it
has therapeutic and pharmacological properties, and is capable of degrading lignocellulosic
materials. The depleted post-cultivation substrate of this fungus, Spent Mushroom Substrate
(SMS), has potential for use as organic fertilizer, animal feed, substrate for plants and
production of biofuels, such as biogas. The composition of the post-cultivation substrate may
vary according to the species cultivated and the diversity of biomass used. As it contains
lignocellulosic organic compounds and fungal cells, this post-cultivation substrate has great
potential to be used as a raw material in anaerobic biodigestion. Among the substrates that
can be used for cultivation are coffee grounds and grasses, as they are rich in nutrients and
in lignocellulose, which are essential compounds for the development of white rot fungi. In
view of this, the objective of this work was the production of Pleurotus ostreatus in coffee
grounds residues and grasses of the species Zoysia japonica (emerald grass) and Cynodon
spp. cv. Tifton 85 (hay), for later obtaining and characterization of the residual substrate
used in the cultivation and execution of Biochemical Potential of Methane (BMP) tests, in
order to evaluate the production of biogas and methane. The substrate S1, composed of
50.0% coffee grounds and 50.0% Zoysia japonica, obtained a biological efficiency (EB) of
106.6%, and resulted in the cultivation residue R1, which produced 462.4+13.2 and
277.4+7.9 Ln.kgsv?! of biogas and methane, respectively. While the S2 substrate, composed
of 50.0% coffee grounds and 50.0% Cynodon spp. cv. Tifton 85, presented EB of 103.7%,
and produced 339.2+20.7 and 196.8+12.0 Ln.kgsv! of biogas and methane, respectively. In
this way, the use of these wastes for the production of clean energy was considered an
alternative that contributes to the circular economy and to achieving the Sustainable
Development Goals (SDGs) of the 2030 Agenda, especially those that deal with clean and
affordable energy (7), responsible consumption and production (12) and action against
climate change (13).

Key words: waste; lignocellulose; Pleurotus ostreatus; anaerobic digestion; biogas.
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1 INTRODUCAO

A producéo de cogumelos comestiveis teve inicio no Brasil na década de
50, considerada recente quando comparada aos paises Europeus, Asiaticos e Norte
Americanos. Em 2018, o consumo de cogumelos pela populacéao brasileira foi em torno de
0,16 kg/pessoa/ano, considerado baixo em relacdo aos paises Europeus, como Franca,
Itélia e Alemanha, os quais possuiram consumo anual per capita de, aproximadamente, 2
kg. Ja os paises asiaticos consomem cerca de 8 kg de cogumelos anualmente por habitante
(ANPC, 2018).

Recentemente, os estados de S&o Paulo e Parana se destacam como 0s
maiores produtores e as espécies Agaricus bisporus, Pleurotus spp. e Lentinula edodes sao
as mais produzidas (ABREU, 2019; ANPC, 2018). Segundo o relatorio da Industry ARC
(2019), estima-se que o mercado de cogumelos mundial atinja US$ 49,7 bilhdes até 2025,
devido ao aumento da urbanizacdo e crescimento populacional, estabelecendo uma
demanda substancial por cogumelos e produtos a base desses fungos.

Entre 2003 e 2013, houve um aumento de 50,0% na producéo de residuos
agricolas no mundo (CHERUBIN et al., 2017). Sabe-se que a disposi¢cdo inadequada
desses residuos pode ocasionar problemas ambientais, como: liberacao de gases de efeito
estufa, proliferacdo de pragas e bloqueio de nitrogénio do solo. Desse modo, torna-se
necessario o manejo correto desses, através de alternativas sustentaveis, tal como a
utilizacdo desses residuos como substrato na producdo de cogumelos comestiveis do
género Pleurotus (RANI et al., 2008; SOZBIR et al., 2015).

Os cogumelos do género Pleurotus sao reconhecidos por suas
propriedades nutricionais, terapéuticas e farmacoldgicas (PATEL et al., 2012). Algumas das
espécies desse género sdo ricas em compostos fendlicos que podem atuar como
antioxidantes (GASECKA et al., 2016). Muitos compostos bioativos foram isolados e
avaliados em Pleurotus, e indicam que o consumo regular dos cogumelos ou 0 uso na
producéo de suplementos alimentares pode melhorar a imunidade e reduzir o colesterol em
humanos (GOLAK-SIWULSKA et al., 2018). Além de serem capazes de degradar materiais
lignocelulésicos, como celulose, hemicelulose e lignina, esses fungos possuem altas taxas
de crescimento micelial e grande facilidade de cultivo em diversos substratos, sejam eles
de origem residual de agroindustrias ou urbana (BELLETTINI et al., 2016; KNOP et al.,
2015; URBEN, 2017; RAMAN et al., 2021).
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A producao do Pleurotus ostreatus, por sua vez, além de ser adaptavel em
diversos substratos residuais e nas misturas desses, como borra de café e gramineas,
resiste as temperaturas proximas a 30 °C, o que contribui para que essa espécie seja
amplamente cultivada e comercializada em diversos paises e em diferentes estacdes do
ano (FREITAS et al., 2018; BELLETTINI et al., 2016; FIGUEIRO; GRACIOLLI, 2011;
OLIVEIRA et al., 2018).

Apos a producéo de cogumelos nos residuos, o substrato exaurido pos-
cultivo, conhecido do inglés como spent mushroom substrate (SMS), precisa de uma
destinacdo adequada, para evitar a contaminacéo de novos ciclos de cultivo, a propagacao
de pragas e a contaminagao dos cursos d’agua. Assim, esse substrato pos-cultivo pode ser
aproveitado de diversas maneiras, tais como adubo organico, racéo animal e na producao
de biocombustiveis, como o biogas (CORRAL-BOBADILLA et al., 2019; FANG et al., 2017;
OWAID et al., 2017; ABREU, 2019). Desse modo, objetiva-se, por meio deste trabalho,
obter e caracterizar o substrato residual do cultivo de Pleurotus ostreatus e executar
ensaios de Potencial Bioquimico de Metano (PBM), a fim de avaliar a possibilidade de sua

utilizacdo na producao de biogas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUCAO DE COGUMELOS NO BRASIL

Os cogumelos comestiveis sdo muito apreciados na culinaria, tanto pelo
seu sabor e textura, quanto pela disponibilidade de proteinas em sua composicao
(SOCCOL et al., 2017). A producéo de cogumelos no Brasil teve inicio em S&o Paulo na
década de 50 por imigrantes asiaticos e europeus. Esse inicio é considerado recente
guando comparado aos paises Europeus, Asiaticos e Norte Americanos (ABREU, 2019).

Segundo a ANPC (2018), o consumo de cogumelos pela populacdo
brasileira foi de cerca de 0,16 kg/pessoa/ano, muito inferior aos paises europeus, 2,0
kg/pessoa/ano, e asiaticos, 6,0 a 8,0 kg/pessoa/ano. Ainda de acordo com dados da ANPC,
(2018), no cenario brasileiro os estados de S&o Paulo e Parana séo os principais produtores
e as espécies mais produzidas sdo o Agaricus bisporus, o Pleurotus spp. e 0 Lentinula
edodes, produzindo aproximadamente 8.000, 2.000 e 1.500 toneladas/ano,

respectivamente.

2.1.1 Pleurotus spp.

O género Pleurotus apresenta cerca de 40 espécies, as quais sao
distribuidas de acordo com a regido e a tolerancia a temperatura de cada espécie especifica
(RAMAN et al., 2021). Dentre essas, as espécies P. ostreatus, P. eryngii, P. djamor, P.
citrinopileatus e P. pulmonarius sé&o reconhecidas por suas propriedades nutricionais,
terapéuticas e farmacolégicas (PATEL et al., 2012). Esses fungos secretam enzimas, tais
como lacases, peroxidases e manganés peroxidase, que degradam materiais
lignocelulésicos e, na natureza, crescem em troncos de arvores e materiais organicos em
processo de decomposicdo. As altas taxas de crescimento micelial aliadas as capacidades
enzimaticas dessas espécies, garantem a decomposi¢cdo de materiais lignocelulosicos e,
consequentemente, a facilidade no cultivo desses cogumelos em diversos substratos
(BELLETTINI et al., 2016; KNOP et al., 2015).

A degradacao da lignina por esse género de fungos & conhecida como
podriddo branca, pois seu micélio apresenta coloragcédo caracteristica branca com aspecto

cotonoso (semelhante ao algodé&o), e sua acao causa o enfraquecimento desses materiais,
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tornando-os porosos e quebradicos devido a quebra da lignina. Por esses aspectos, tais
fungos apresentam grande viabilidade de cultivo em varios tipos de residuos agroindustriais
e urbanos, desde que sejam ricos em compostos lignoceluldsicos, os quais incluem a
celulose, a hemicelulose e a lignina (URBEN, 2017; RAMAN et al., 2021). Essas
caracteristicas contribuem para que esses tipos de fungos sejam utilizados, amplamente
como pré-tratamento de substratos para a producédo de biogas (PEREZ-CHAVEZ et al.,
2019). A Figura 1 representa a célula vegetal e seus respectivos compostos

lignocelulésicos.

Figura 1 — Representacdo da célula vegetal e seus compostos lignocelulésicos
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Fonte: Adaptado de KOUPAIE, 2018.

A técnica JunCao (Jun = cogumelo; Cao = gramineas) uniu beneficios
sociais aos ecologicos e econdmicos por meio da utilizacdo de gramineas na composi¢ao
dos substratos. Esse procedimento € originario da China na década de 80 e é a forma de
cultivo mais utilizada para o Pleurotus spp. Inicialmente, utilizava-se serragem como
substrato e, ao longo dos anos, substituiu-se por gramineas (URBEN, 2017).

Recentemente, outros residuos séo incorporados para obtencao de substratos, tais como
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0s subprodutos da producéo agricola, por exemplo, madeira, palhas de arroz, milho, trigo,
casca de coco, folhas de bananeira e residuos do processo produtivo de café (cascas,
folhas, polpas e borras) (CARVALHO et al., 2012; FAN; SOCCOL, 2003; VEGA; FRANCO,
2013; PEREZ-CHAVEZ et al., 2019).

Com o aumento da producdo mundial de café e, consequentemente, a
preocupacao em relacdo a destinacéo de seus residuos, com destaque a borra, a utilizacédo
desses é viavel para o estabelecimento de um equilibrio sustentavel para o cultivo de
cogumelos (FAN e SOCCOL, 2003; WOBIVO et al., 2018; FREITAS et al., 2018; MUSSATO
et al., 2011). O cultivo de cogumelos, por sua vez, € considerado de baixo custo e pode
mitigar impactos ambientais gerados na destinacao incorreta de residuos. Além disso, essa
forma de cultivo para comercializacao ajuda a promover a preservacao de recursos naturais
e o desenvolvimento sustentavel (ZARATE-SALAZAR et al., 2020; MEYER et al., 2020).

Para que a utilizacdo desses residuos seja eficiente na producdo de
substratos, alguns aspectos nutricionais relevantes ao desenvolvimento dos micélios do
género Pleurotus devem ser avaliados, dentre esses: a relagao carbono nitrogénio (C/N), o
teor de nitrogénio, as proteinas totais, os lipidios totais, os glicidios, a umidade, o pH, a
série de sdlidos e a lignina. A ampla faixa de relacdo C/N, entre 15 e 100, facilita a adesao
de variados subprodutos agricolas e residuos na formulacdo do substrato (URBEN, 2017,
BELLETTINI et al., 2016; FIGUEIRO; GRACIOLLI, 2011; OLIVEIRA et al., 2018).

Diversos estudos apontam que os fungos desse género possuem uma
maior produtividade quando ha mais de um composto no substrato, dessa forma, o uso de
gramineas, palhas, farelos e demais residuos estdo sendo incorporados aos processos
produtivos, visando a ampliagdo da producdo e a valoracdo de diversos residuos, sejam
agroindustriais ou urbanos (JATWA et al., 2016; TIRKEY et al., 2017; PRASAD et al., 2018).
As variedades dos componentes do substrato podem auxiliar na nutricdo do fungo devido
as suas diferencas de composicédo, além de trazer beneficios ambientais. No entanto, os
micro-organismos presentes no substrato ndo podem ser competidores, apenas protetores,
exigindo, assim, uma maior seletividade biolégica para o cultivo desse género (BELLETTINI
et al., 2016; PRASAD et al., 2018; TIRKEY et al., 2017).
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2.1.2 Pleurotus ostreatus

De acordo com Sanchez e Royse (2017), o segundo cogumelo mais
produzido mundialmente € o Pleurotus ostreatus, popularmente conhecido como cogumelo
ostra, hiratake ou shimeji, o qual representa 19,0% da producdo mundial, ficando atras
apenas do Lentinula edodes (Shiitake), com 22,0%. O Pleurotus ostreatus, além de conter
muitos nutrientes em sua composicdo, atua como antioxidante, antimutagénico e
hepatoprotetor, pode ser cultivado a partir de tecnologia de baixo custo e traz alta
rentabilidade econémica, devido as grandes taxas de conversao do substrato em corpos de
frutificacdo (ESTRADA; PECCHIA, 2017; OWAID et al., 2017; PATEL et al., 2012). Essa
espécie é bastante vantajosa na dieta alimentar por possuir baixo valor calérico, grandes
guantidades de proteinas (26,3 e 29,9 g/100g) e fibras alimentares (19,6 a 22,8 g/100g), e
valores minimos de lipidios (0,5 a 0,9 g/100g) (FEENEY et al., 2014; KNOP et al., 2015;
GOLAK-SIWULSKA et al., 2018; SALAMI et al., 2017). A Figura 2 apresenta 0s principais
aspectos morfolégicos de um cogumelo adulto da espécie Pleurotus ostreatus.

Figura 2 - Cogumelos Pleurotus ostreatus e seus principais aspectos morfolégicos

x Pileo
\ Lamelas

Fonte: A autora, 2022.

O Pleurotus ostreatus possui grande capacidade de adaptacdo em uma
série de substratos residuais. Desenvolvendo-se facilmente em temperaturas proximas a
30 °C, o que contribui para que essa espécie seja amplamente cultivada e comercializada

em diversos paises. No Brasil, por exemplo, ela pode ser produzida em varias regiées e em
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diferentes estacdes do ano, sem a necessidade de gastos excessivos com controle de
temperatura (URBEN, 2017; BELLETTINI et al., 2016).

Ademais, Cherubin et al. (2017) afirma que houve um aumento de 50,0%
na producao de residuos agricolas no mundo, entre 2003 e 2013. A disposicéo impropria
dos residuos pode ocasionar diversos problemas ambientais, como a liberacdo de gases
de efeito estufa, proliferagdo de moléstias e bloqueio de nitrogénio no solo (DINARDO-
MIRANDA; FRACASSO, 2013; JIN et al., 2014; FERREIRA, 2015). Estudos recentes
demonstram que o manejo correto dos residuos agricolas é capaz de contribuir em
processos produtivos, sequestro de carbono, aumento da atividade microbiana e reducéo
da eroséo do solo (FRANZLUEBBERS, 2015; PAREDES JUNIOR et al., 2015; POEPLAU,
DON, 2015). Desse modo, é necessario o uso de alternativas de gerenciamento adequado
de residuos, como a utilizacdo desses como matéria-prima para a producao de Pleurotus
ostreatus (RANI et al., 2008; SOZBIR et al., 2015).

2.2 UTILIZACAO DO RESIDUO POS-CULTIVO

Apesar do Brasil ndo se encontrar entre os maiores produtores de
cogumelos do mundo, como China, Estados Unidos, Japdo e alguns paises europeus
(FAOSTAT, 2014), essa atividade possui potencial de expansdo, visto que ha um
crescimento populacional, e que esse impactara diretamente na demanda por alimentos e
energia (ONU, 2019). Logo, os alimentos que possuem fontes alternativas e variadas
propriedades nutricionais, como o Pleurotus ostreatus, seréo mais requisitados, gerando
residuos pos-cultivo.

Apos os residuos lignoceluldsicos passarem pela bioconverséo ecoldgica,
através do cultivo de cogumelos, um subproduto do cultivo de origem vegetal, citado
anteriormente como residuo pos-cultivo, é gerado pela colonizacao pelo micélio do fungo,
e representa cerca de 40,0 a 50,0% do volume do substrato in natura. Estudos indicam que
0s substratos pos-cultivo do género Pleurotus apresentam uma degradacdao significativa de
lignina (41,0 - 50,0%), hemicelulose (16,0 - 48,0%) e celulose (3,8 - 17,0%) em palhas de
arroz e trigo, em relacéo aos substratos in natura (TANIGUCHI et al., 2005; CILERDZIC et
al., 2017).

Diante disso, 0 substrato pds-cultivo pode ser aproveitado

alternativamente, como adubo organico, racdo animal, composto para plantas ornamentais,
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substrato para plantas, na biorremediacdo de solos e agua contaminados por poluentes
quimicos e organicos, e na producdo de biocombustiveis (VIEIRA, 2021; CORRAL-
BOBADILLA et al., 2019; FANG et al., 2017; OWAID et al., 2017; ABREU, 2019).

De acordo com Saad et al. (2017), a composicado do substrato exaurido pés-
cultivo varia conforme a espécie cultivada e a diversidade de biomassa utilizada, por
exemplo: palha de trigo, palha de arroz, residuos de algoddo, bagaco de cana-de-acUcar,
serragem, polpas e cascas de frutas, folha de bananeira, polpa de café, entre outros.
Segundo o relatorio realizado pela FAO, (2018), a média de producdo mundial de
cogumelos comestiveis anualmente é de 8 milhfes de toneladas e, a cada 1,0 kg de
cogumelo é gerado, aproximadamente, 5,0 kg de substrato pos-cultivo (SCHIMPF;
SCHUTZ, 2016). Por ainda conter baixo teor de compostos organicos lignocelulésicos e
células fungicas, esse substrato pds-cultivo possui grande potencial para ser utilizado como
matéria-prima em biodigestdo anaerdbia. A Tabela 1 apresenta uma reviséo da literatura
para a producdo de biogas em residuos de cultivos de cogumelos comestiveis e 0 uso de

fungos como pré-tratamento em diferentes substratos.
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Tabela 1- Revisao da literatura sobre a producéo de biogas em substratos submetidos a inoculagdo com fungos comestiveis

Substrato Espécie Cogumelos  Finalidade do DA Rendimento Rendimento Referéncia
(EB%) fungo (dias) de Biogas de Metano

_Borralde café e Zozya P. ostreatus 106.6 Cultivo 32 462 Ln.kgsvt 277 Ln.kgsv? Este estudo

japonica (R1) '

Borra_\ de café e Cynodon spp. P. ostreatus 103.7 Cultivo 30 339 Ln.kgsv? 196 Ln.kgsv? Este estudo

cv. Tifton 85 (R2) '

Palha de trigo P. ostreatus - Cultivo 44 402 Ln.kgst1* - Colavolpe et al., (2012)

Palha de arroz P. florida 28,0* Cultivo 45 148 Ln.kgst* - Mehta et al., (1990)

Palha de trigo e esterco Agaricus bisporus - Cultivo 43 306 Ln.kgsvt 157 Ln.kgsv?t Vieira (2021)

Palha de trigo P. ostreatus - Pré-tratamento 15 361 LlN.kgsv‘ - Albornoz et al., (2018)
*

Palha de arroz P. ostreatus - Pré-tratamento 45 367 L1N.kgsv' 263 LlN.kgsv' Mustafa et al., (2016)
* *

Palha de arroz P. ostreatus - Pré-tratamento 30 353 L1N.kgsv' 258 LlN.kgsv' Mustafa et al., (2017)
* *

Palha de milho P. ostreatus - Pré-tratamento 3 195 Ln.kgstt 33 Ln.kgst* Tuyen et al., (2013)

Folhas de palma P. ostreatus - Pré-tratamento 3 170 Ln.kgst'* 27 Ln.kgst'* Tuyen et al., (2013)

Bagaco de cana-de-acgucar P. ostreatus - Pré-tratamento 3 110 Ln.kgstt 18 Ln.kgst? Tuyen et al., (2013)

Palha de trigo P. florida - Pré-tratamento 90 292 Ln.kgst'* 199 LlN.kgsr Muller e Trésch, (1986)

*

*Valor calculado a partir dos dados da pesquisa em relacdo a massa Umida de substrato.
*Ln.kgsv!: Litros normalizados por quilograma de solidos volateis.
*Ln.kgst: Litros normalizados por quilograma de sélidos totais.

Fonte: A autora, 2022.
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Recentemente, um estudo avaliou a producdo de biogas e metano
proveniente de substratos pés-cultivo da producdo de Agaricus bisporus, popularmente
conhecido como Champignon de Paris. Esse substrato é composto por uma mistura
de palha de trigo (40,0 - 50,0%), esterco de cavalo (20,0 - 25,0%), esterco proveniente
de aves (10,0 - 15,0%) e gesso (5,0 - 10,0%). A digestdo anaerdbia teve duracédo de 43
dias e apresentou produtividade de 306 e 157 Ln.kgsv! de biogds e metano,
respectivamente (Tabela 1) (VIEIRA, 2021).

O uso do género Pleurotus na producdo de biogas ndo é recente, em
estudo realizado por Miller e Trésch (1986), o residuo do cultivo apds trés ciclos de
cogumelos Pleurotus florida, em palha de trigo, foi utilizado para obtencédo de biogas. O
substrato avaliado foi capaz de produzir 292 e 199 Ln.kgst! de biogas e metano,
respectivamente. Além disso, os autores destacam um incremento na producao de biogas
e metano em relacdo as amostras nédo tratadas de 17,0 e 27,8%, respectivamente (Tabela
1).

Mehta (1990) descreveu a utilizacdo de Pleurotus ostreatus como pré-
tratamento para producéo de biogas. O estudo testou diferentes tempos: 30, 60 e 90 dias
de incubacdo do fungo em amostras de palha de arroz, sem induzir a frutificacdo. A
pesquisa apresentou producdo de 148 Ln.kgst! de biogas. Porém, ndo obteve dados de

guantificacdo de metano no gas produzido (Tabela 1).

Desde a década de 90 houve um aumento do numero de trabalhos
utilizando fungos para a producdo de biogas. Pérez-Chavez e colaboradores (2019)
avaliaram 28 pesquisas, as quais utilizaram substratos pré-tratados por fungos para a
obtencdo de biogas. Dessa revisdo totalizaram 41 espécies flngicas e 43 substratos
estudados (puros ou misturados). Dentre os resultados, 80,0% das pesquisas
apresentaram aumento na producdo de biogas pela acédo da utilizacdo dos fungos como
pré-tratamento e, desses estudos, 74,0% dos que obtiveram a producao de metano aferida,
aumentaram sua producédo. Ademais, 13 dessas espécies fungicas sdo comestiveis, sendo
5 do género Pleurotus: Pleurotus eryngii, Pleurotus eryngii var. tuoliensis, Pleurotus florida,
Pleurotus ostreatus e Pleurotus sajor-caju. Dos 28 pré-tratamentos que utilizaram o género
Pleurotus, 82,0% apresentaram acréscimo na producdo de biogas de até 3,9 vezes em
relacéo ao substrato sem tratamento.

Além disso, de acordo com a Community Research and Development

Information Service (CORDIS, 2021), o projeto SmartMushroom, que envolve consorcio de
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empresas e centros de pesquisa da Alemanha, Espanha e Seérvia, comecou a ser
desenvolvido em 2018, com o objetivo de usar o SMS na producao de biogas, e aproveitar
a energia nos secadores para transformar uma parcela desse extrato pds-cultivo em
biofertilizante peletizado das préprias unidades produtoras de cogumelo. Esse projeto tem
0 potencial de propiciar menor custo de gerenciamento de residuos para produtores de
cogumelos, exemplificando uma aplicacdo em economia circular.

Nesse sentido, a associacdo do cultivo de cogumelos comestiveis, como
forma de reaproveitamento de residuos, com a producao de biogas pode ser considerada
uma alternativa economicamente atraente, pois, além de produzir alimentos de qualidade
e com valores gastronémico e nutricional elevados, pode contribuir para o crescimento do
setor de producdo de combustiveis renovaveis, fortalecendo a matriz energética nacional
(PEREZ-CHAVEZ et al., 2019).

A producdo de biogas € uma estratégia com potencial de valorizacdo
econdmica e ambiental de residuos do cultivo de cogumelos, uma vez que produz um
biocombustivel renovavel, o qual pode ser transformado em energia elétrica, e cogera o
digestato, que possui propriedades fertilizantes. A possibilidade de execucdo dessa
estratégia € investigada desde 1983, porém, com o recente aumento da producdo de
fungos, o tema voltou a ser objeto de pesquisas, principalmente na Europa e na Asia. Essa
proposta possui a finalidade de desenvolver alternativas sustentaveis para a destinacéo
correta do substrato pdés-cultivo e contribuir para os Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), como o de energia limpa e acessivel (7), consumo e producao
responsaveis (12) e acdo contra as mudancas climaticas (13) (COLLELA et al., 2019;
VIEIRA, 2021; ONU, 2019).

2.3 MATRIZ ENERGETICA

De acordo com Vieira, (2021), apds a “crise do Petrdleo”, a partir da década
de 70, houve maior procura dos paises compradores de combustiveis fésseis por formas
alternativas para aquisi¢cdo de energia. Uma dessas é o0 uso de combustiveis renovaveis,
gue além de ser ambientalmente sustentavel, produz menor impacto e assegura maior
seguranca energética para a nacdo. Por mais que a matriz energética mundial ainda se
detém nas fontes ndo renovaveis, o Brasil demonstra um crescimento consideravel na

utiizagdo de energias renovaveis, alcangcando 42,9% da matriz energética,
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majoritariamente composta por energia hidraulica. Em contrapartida, as fontes nao
renovaveis, como petréleo, carvao mineral, gas natural e energia nuclear, representam
36,4, 5,7, 13,0 e 1,4%, respectivamente (EPE, 2020; IEA, 2021).

Devido as desvantagens subsequentes a exploracdo e do uso excessivo
de combustiveis fosseis, tais como esgotamento dessas fontes, contaminacdo ambiental e
emissao de gases causadores do efeito estufa, ha perspectivas de crescimento do setor de
energias renovaveis. Desse modo, had a preconizacdo para o desenvolvimento de
tecnologias que ampliem o uso de energias limpas, mitiguem impactos ambientais,
minimizem custos e apresentem viabilidade de implantagdo em larga escala, tendo em vista
evitar danos a saude humana e. ao meio ambiente (ROUCHES et al., 2016; PARAMJEET
et al., 2018).

De acordo com dados obtidos pelo CIBiogas (2020), o Brasil possui 548
plantas de biogas, 426 dessas utilizam residuos agropecuarios como fonte de substrato. O
Parana ocupava, em 2019, o segundo lugar no ranking nacional de plantas de biogas em
operacdo, com 110 plantas (21,0%), precedido por Minas Gerais, com 196 plantas (38,0%).
Para que isso ocorra com maior facilidade, o Brasil possui leis que incentivam o uso de
combustiveis de fonte renovavel, como a RenovaBio (2016), uma Politica Nacional de
Biocombustiveis, a qual visa a expansdo da representatividade dos biocombustiveis na

matriz energética brasileira (EPE, 2017).

2.4 BIOGAS

O biogas € uma mistura gasosa, proveniente de biomassa e € constituida,
majoritariamente, por metano (entre 50,0 e 75,0% em volume) e diéxido de carbono (entre
25,0 e 50,0% em volume), podendo conter pequenas concentracdes de hidrogénio (H2),
sulfeto de hidrogénio (H2S) e outros tragcos de gases (KAINTHOLA et al., 2019). O substrato
utilizado na digestdo anaerobia, bem como as tecnologias de biodigestdo usadas nas
usinas de biogas, séo fatores determinantes para a composi¢do dessa energia renovavel
(KUNZ et al., 2019). Esse biocombustivel tem inUmeras funcionalidades, tais como: fonte
de energia térmica para aquecimento de instalacdes residenciais e industriais, fonte de
energia elétrica para producao de eletricidade com o uso de geradores, e aplicagdo como
combustivel de automoéveis, apos purificagdo e armazenamento adequado (HO et al.,

2014). A Figura 3 apresenta as principais etapas da cadeia de producéo e uso de biogas.
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Diferentes fontes de matéria-prima, animal ou vegetal, podem ser utilizadas
na producdo de biogas, essas sdo acumuladas em tanques e depois direcionadas para
processos de pré-tratamento. O pré-tratamento é considerado uma etapa n&o obrigatoria,
porém garante maior producdo de biogas e diminui problemas técnicos. Em seguida, o
substrato € encaminhado ao biodigestor. O biogas € produzido e armazenado no proprio
biodigestor, o qual possui uma saida de seguranca para o biocombustivel. O digestato
resultante no digestor € comumente armazenado ou tratado para posterior conversao em
biofertilizantes (STRIPPEL et al., 2016).

Figura 3 - Cadeia de producéo e uso do biogas
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Fonte: CIBIOGAS, 2018.

Em adicdo a geracao de energia renovavel, a producédo de biogas contribui
para o manejo adequado de residuos, a reducédo da emisséo de gases de efeito estufa e a
reducdo da eutrofizacdo de lagos e rios ocasionada pelo descarte incorreto de residuos
(KAINTHOLA et al., 2019). Segundo a Agéncia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL,
2020), a producdo desse biocombustivel tem apresentado um acréscimo significativo no
cenario energético nacional, possuindo uma variedade de insumos (substratos), tais como
a biomassa lignoceluldsica e os residuos agroindustriais, animais e urbanos. Quando se
trata da oferta interna de energia, sua participacdo € baixa, 0,1%, no entanto, nos ultimos
anos vem apresentando um crescimento de 23,0% ao ano (EPE, 2020). Em 2012, a ANEEL

elaborou a Resolugcdo Normativa n® 482/2012, a qual possibilita, de maneira renovavel, a
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producéo de energia propria e conexao a rede de distribuicdo a todo consumidor de energia
elétrica. Além disso, essa resolucdo permite a implantacdo de projetos de micro e
minigeragéo distribuida, com poténcia instalada entre 75 kW e 5 MW, a partir de fontes
renovaveis, como o biogas (ANEEL, 2012).

2.5 DIGESTAO ANAEROBIA

A digestdo anaeroObia consiste em um processo biolégico que converte
substrato organico solido ou liquido em biogas pela acdo degradante de micro-organismos
anaerébios. Dentre os substratos que podem ser empregados, destacam-se residuos
agricolas, urbanos, industriais ou a mistura desses. Nesse sentido, a biomassa residual é
apontada como uma fonte de baixo custo, até mesmo nulo em alguns ciclos produtivos,
uma vez que os substratos produzidos a partir da matéria-prima residual evitam custos com
a disposicédo desses. Ademais, contribuem com a qualidade do meio ambiente e das
condigbes sanitdrias em propriedades rurais, principalmente em paises em
desenvolvimento (HERNANDEZ-BELTRAN et al., 2019).

Para que a biodigestao seja eficiente, alguns fatores devem ser observados
e controlados, pois esses tém o poder de beneficiar ou inibir o processo, sao eles: presenca
de oxigénio, temperatura, pH, nutrientes e agitacdo (EDWIGES, 2019; KUNZ et al., 2019;
CHERNICHARO, 2007; KUMARI et al., 2018; DENG et al., 2020; SINGH et al., 2020). A
digestdo anaerdbia ocorre em quatro etapas: hidrélise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (KAINTHOLA et al., 2019).

A hidrélise consiste na conversdo de polimeros organicos complexos - tais
como carboidratos, proteinas e lipidios - em moléculas mais simples, através da acao de
enzimas extracelulares secretadas por bactérias hidroliticas. A facilidade de degradacéo da
matéria organica no substrato esta relacionada com a composicéo desse (carboidratos de
cadeia pequena > proteinas > lipidios > hemicelulose > celulose > lignina) e ao aumento da
producdo de metano (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). Além disso, ha quebra de
ligacdes covalentes e o oxigénio dissolvido é consumido por micro-organismos anaerébios
facultativos, fornecendo o crescimento favoravel para os estritamente anaerdbios. Essa
etapa fornece 0s nutrientes necessarios para a execucdo das etapas posteriores
(DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011; KUNZ et al., 2019).
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Na etapa de acidogénese, por sua vez, 0s mondémeros gerados na fase
anterior sdo transformados por bactérias fermentativas, principalmente do género
Acetobacter, em 4cidos carboxilicos de cadeia curta, conhecidos na literatura como &cidos
graxos volateis (AGVs), entre eles: os acidos acético, propidnico e butirico. Além disso, ha
producdo de compostos nitrogenados e sulfurados (DENG et al., 2020).

J4 na acetogénese, os compostos intermediarios formados na etapa
anterior, AGVs, sdo consumidos por bactérias acetogénicas. Cada AGV formado pela
acidogénese possui mecanismo de bioconversdo com a finalidade de obter substratos
diretos para a producdo de metano. Ao final dessa etapa, ocorre a producdo de &cido
acético, diéxido de carbono e gas hidrogénio, precursores do biogas (DEUBLEIN;
STEINHAUSER, 2011; CHERNICHARO, 2007; KORRES et al., 2013).

Por fim, na metanogénese, o carbono contido na biomassa é convertido em
diéxido de carbono e metano através da acdo das arqueas metanogénicas em condicdes
extremamente anaerobias. A Figura 4 apresenta 0s processos envolvidos na digestao
anaerobia (KORRES et al., 2013; KUNZ et al., 2019; CHERNICHARO, 2007).

Figura 4 - Etapas da digestdo anaerébia

Compostos organicos complexos
(carboidratos, proteinas, lipidios)

+

Compostos organicos simples
Acidogénese (aminoacidos, acidos graxos, alcoois)

v

Hidrédlise

Compostos intermediarios

>
(acidos graxos volateis)
| o
Acetogénese Acetato  €— » H2/CO2
4 4
Metanogénese CHa4/CO2 CH4/H20

Fonte: Adaptado de DEUBLEIN e STEINHAUSER, 2011.

Devido a presenca de lignocelulose, em alguns residuos, tais como palhas,

graos, borras de café, podas urbanas, gramas de jardins, pastagens, entre outros, sdo mais
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dificeis de acessar suas estruturas moleculares e, consequentemente, possuem baixa
degradabilidade (BREMOND et al., 2018; WOBIWO, 2018; PEREZ-CHAVEZ et al., 2019).
A resisténcia dessas estruturas e a alta polimerizacéo, resultam na baixa producdo de
biogas. Desse modo, alguns estudos demonstram a viabilidade do pré-tratamento desses
residuos ricos em lignina utilizando Pleurotus spp. e, consequentemente, possibilitando a
utilizacdo desses residuos na producdo de biogas (PEREZ-CHAVEZ et al., 2019;
MUSTAFA et al., 2017).

O biogas obtido pode ser submetido ao processo de purificagcdo, a fim de
remover H20, H2S, O2, CO2, NH3 e outros gases tragos de sua composi¢ao, seguindo para
aplicagbes em energia térmica, elétrica e veicular (DENG et al., 2020; CIBIOGAS, 2020).
Para a utilizacdo do biogas em motores, faz-se necessaria sua purificacdo por causa da
composicéo variada, a fim de aumentar o teor de CH4 (CIBIOGAS, 2018). Para a viabilidade
da utilizacdo de biogas, faz-se necessario o estudo técnico e laboratorial a respeito dos
aspectos de volume de producéo e de sua composicdo. Nesse sentido, a VDI 4630 (2016)
descreve procedimentos para controle e operacdo de reatores anaerobios, dentre eles o

ensaio de Potencial Bioquimico de Metano (PBM).

2.6 POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO (PBM)

O PBM é uma analise em escala laboratorial que determina a producéo
maxima de metano, obtida em determinadas condi¢cdes. Esse ensaio tem seu valor
expresso em volume de biogas e metano por unidade de massa de matéria organica obtido
a partir de ensaios de sélidos volateis (Ln.kgsv?). O monitoramento dos ensaios de PBM
auxiliam na identificacdo da biodegradabilidade e do comportamento cinético do processo
de acordo com o substrato de interesse (ANGELIDAKI et al., 2009; KONRAD et al., 2018).
Esse ensaio compreende a mistura de um substrato organico com um inéculo anaerébio
sob determinadas condi¢cdes experimentais. A norma alema VDI 4630 (2016) é a
metodologia mais utilizada, e descreve o procedimento de digestdo anaerébia destacando
0s cuidados com a amostra e ressaltando a importancia de condi¢des ideais de processo,
a fim de maximizar a producdo de gas, com lodo (inGculo) estritamente anaerdbio e
adaptado na temperatura da incubagio (CARDENAS-CLEVES et al., 2016).

Uma vez que a producao de biogas € fundamentada na biodegradabilidade

da fracdo volatil da matéria organica, essa metodologia preconiza que a relagéo entre a
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massa de Sélidos Volateis (SV) da amostra e o SV do lodo adicionado como inéculo nédo
deve ser superior a 0,5, para evitar a acidificacdo no processo por excesso de carga
organica. O volume acumulado de gas produzido deve ser corrigido conforme as condi¢des
normais de temperatura e presséo, e o PBM é calculado pela razdo entre o volume de gas

produzido normalizado e a quantidade de solidos volateis da amostra (VDI 4630, 2016)
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3 OBJETIVOS

7

O objetivo do estudo é avaliar o potencial de producdo de biogas
produzido com o residuo proveniente do cultivo de cogumelos comestiveis da espécie
Pleurotus ostreatus cultivados em borras de cafés e gramineas, averiguando a viabilidade

de aplicacéo.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir in6culo de Pleurotus ostreatus;

e Obter residuos de borra de café e de gramineas do tipo Zoysia japbnica e
Cynodon spp. cv. Tifton 85;

e Confeccionar os substratos para o cultivo de Pleurotus ostreatus através da
mistura de residuos (50,0% gramineas e 50,0% borra de café);

e Determinar a composi¢ao centesimal (carboidratos, lipidios, glicidios e fibras)
nos substratos;

e Inocular, incubar e cultivar o fungo Pleurotus ostreatus nos substratos
confeccionados;

e Colher trés fluxos de cogumelos e avaliar os aspectos bioldgicos do cultivo;

e Obter substratos pdés-cultivo de Pleurotus ostreatus;

e Determinar a composicao centesimal (carboidratos, lipidios, glicidios e fibras)
nos substratos pés-cultivo;

e Incubar os ensaios de PBM, conforme VDI 4630;

e Acompanhar e avaliar os resultados dos volumes de biogas produzidos

diariamente e a composic¢ao desse.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo realizado foi subdividido, a fim de atingir os objetivos propostos

anteriormente. A Figura 5 apresenta as principais etapas desenvolvidas nesta pesquisa.

Figura 5 — Delineamento do estudo de caracterizacdo e ensaios de PBM em amostras de substrato
exaurido pés-cultivo de Pleurotus ostreatus

Producgao de Produgao de
inéculo de Obtencéo de substratos e

Pleurotus residuos cultivo de
ostreatus cogumelos

Caracterizagcao Obtencéo do Colnheiﬂta e
do substrato T — avaliacao de
' , arametros
exaurido exaurido parame
biolégicos

Determinacao
dovolume e
composicao

do biogas

Incubacao de
ensaios de

PBM

Fonte: A autora, 2022.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

Todo o preparo e caracterizacdo dos substratos foram realizados no
Laboratério de Estudos Interdisciplinares Ambientais e Alimentares (LEIMAA). As etapas
de producdo e inoculacdo de meio de cultivo foram realizadas no Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental, localizado na unidade do Jardim Universitario. Os ensaios de
PBM foram realizados nas dependéncias do laboratério de ensino de quimica da mesma

instituicdo, localizado no Parque Tecnoldgico Itaipu (PTI). Todos os experimentos foram
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realizados na cidade de Foz do Iguacu - PR, nos laboratorios da Universidade Federal da

Integracao Latino-Americana (UNILA).

4.3 CULTIVO DE COGUMELOS E OBTENCAO DO SUBSTRATO POS-CULTIVO

4.3.1 In6culo de Pleurotus ostreatus

4.3.1.1 Preparo de Meio de Cultivo em Extrato de Café

Foi preparado o extrato de café a partir da metodologia adaptada por Fan
et al., (2003). Primeiramente, 40,0 g de gréos de café foram cozidos em 1,0 L de &gua
destilada por 60 min. Apés isso, foram adicionados 200,0 g de batatas picadas, mantendo
a fervura por mais 15 min, logo apds a mistura foi filtrada com auxilio de uma gaze e o
volume da mistura aferida para 1,0 L com agua destilada. Em um frasco de vidro resistente
a temperatura, juntamente com 17,0 g de 4gar e 15,0 g de dextrose, o extrato obtido foi
acondicionado e, para haver a dissolucdo, promoveu-se a agitacdo do contetdo. Em
seguida, fechou-se o frasco em meia rosca e encaminhou-se para esterilizacdo em
autoclave a 121 °C por 20 min. Apdés o resfriamento, o meio de cultura foi transferido para
placas de Petri em uma capela de fluxo laminar previamente sanitizada, flambando a boca

do frasco na chama de gas ou lamparina de alcool.

4.3.1.2 Inoculacao do Meio de Cultivo

Primeiramente, partiu-se os cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus ao
meio manualmente, a fim de evitar contaminacdo no interior deles. Retirou-se trés
fragmentos do interior do pileo, com cerca de 1,0 a 2,0 mm de fragmento da parte interna
do cogumelo, com auxilio de bisturi, para cada placa de Petri preparada anteriormente.
Apos isso, os fragmentos foram colocados no centro das placas contendo o meio de cultura
e incubados sob luz fluorescente (Lucadema, 81,0 L) por 10 dias a 28 °C (URBEN, 2017).
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4.3.1.3 Inoculacdo de Sementes

Pesou-se cerca de 1,0 kg de sementes de sorgo que foram lavadas em
agua corrente. Apos isso, ferveu-se as sementes em agua por 25 min. Em seguida,
escorreu-se o liquido com auxilio de uma peneira, acondicionou-se as sementes em sacos
de polipropileno de 19,0 x 32,0 x 0,01 cm e se esterilizou a 121 °C por 20 min e 1 atm em
autoclave (marca Digitale, Brasil), com capacidade para 12,0 L. Apés o resfriamento, foram
inoculadas cerca de 1,0 cm? do meio de cultivo colonizado anteriormente em capela de
fluxo laminar com controle biolégico. Ainda dentro da capela, os sacos foram fechados com
arame e gaze esterilizados. Apos isso, esses foram mantidos em ambiente limpo e seco a
28 °C por 15 dias, na auséncia de luz (URBEN, 2017).

4.3.2 Substratos in natura

4.3.2.1 Obtencao dos Residuos Para Producdo dos Substratos In Natura

A borra de café, proveniente da extracdo em maquina de expresso, foi
obtida em uma cafeteria de Foz do Iguacu - PR. A extracéo foi realizada da seguinte forma:
7,0 g de café moido e 35,0 mL de 4gua a 90,5 °C, com pressao de 9,0 atm, obtendo-se
cada dose de café extraido por 20 s. Apds a extracdo, o volume de borra produzido
diariamente foi recolhido e armazenado em geladeira até a producdo dos substratos.

O Cynodon spp. cv. Tifton 85, por sua vez, foi obtido em uma propriedade
rural localizada em Serranopolis do Iguacgu - PR, onde é utilizado como alimento para os
animais. Ja a Zoysia japonica, conhecida popularmente por grama esmeralda, foi coletada
das podas de jardins residenciais em Foz do Iguacu - PR. Ambas gramineas foram secas

e armazenadas em temperatura ambiente até a producao de substratos.

4.3.2.2 Producéo dos Substratos Para Cultivo de Pleurotus ostreatus

Foram utilizadas gramineas secas, Cynodon spp. cv. Tifton 85 e Zoysia
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japonica, com particulas entre 2,0 e 5,0 cm para preparar 0s substratos. Foram pesados
1,0 kg de graminea e adicionados 5,0 g de hidroxido de célcio (Ca(OH)2) e 2,0 L de agua
da torneira, para alcancar a umidade ideal para o cultivo, aproximadamente 70,0%
(URBEN, 2017). Como controle e para célculo de parametros biolégicos a umidade foi
medida em todos os substratos de acordo com o item 4.4.1. Ap06s a homogeneizacéo, a
mistura foi mantida em repouso por 24 h. Passado o periodo de repouso, 0 excesso de
agua da mistura foi retirado com o auxilio de uma peneira. Os substratos foram preparados
seguindo uma proporc¢ao de 50,0% borra de café e 50,0% gramineas, para ambas espécies.
Sendo denominado S1 a mistura 50,0% borra de café + 50,0% Zoysia japonica e S2 a
mistura 50,0% borra de café + 50,0% Cynodon spp. cv. Tifton 85. Em torno de 400,0 g de
cada substrato foram pesados, acondicionados em sacos de polipropileno de 19,0 x 32,0 x
0,01 cm em triplicata, e esterilizados em autoclave por 60 min a 121 °C e 1,0 atm (URBEN,
2017; FAN et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2018). Em seguida, foram encaminhados para

ambiente adequado para a incubacao e posterior cultivo dos cogumelos.

4.3.3 Condigdes do Cultivo de Cogumelo

O cultivo foi realizado a partir da inoculagdo dos substratos com 10,0%
(m/m) de inéculo produzido em extrato de café, em relacdo a massa Umida do substrato,
conforme € preconizado na literatura (URBEN, 2017; FREITAS et al., 2018). Pesou-se 0s
inoculos em balanca analitica e, em seguida, esses foram adicionados ao substrato
esterilizado ap6s o resfriamento. Com o auxilio de elasticos e gaze esterilizada, fechou-se
0s sacos plasticos. Os cultivos foram acondicionados em local escuro, arejado e com
temperatura entre 25 e 28 °C, por um periodo de 22 a 25 dias. Apés esse periodo, abriu-se
os cultivos a fim de induzir a frutificagcdo em estufa, com iluminacao indireta por 12 h diarias
e controle de umidade e temperatura, considerados ideais para o género Pleurotus. Apdés,
manteve-se a temperatura entre 20 e 25 °C e a umidade entre 80,0 e 90,0%. Findada a
primeira frutificacdo, encaminhou-se os substratos inoculados por 7 dias em condi¢des de
incubacdo para serem induzidos a segunda frutificacdo. Esse mesmo procedimento foi
repetido para obter o terceiro ciclo de cogumelos (URBEN, 2017; BELLETTINI et al., 2016).
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4.3.4 Parametros de Avaliacdo de Producdo e Comportamento do Fungo

Foram avaliados os corpos de frutificagcdo conforme os procedimentos
descritos por Figueird e Graciolli (2011), o qual avalia a umidade dos cogumelos, a massa

fresca, a Eficiéncia Biologica (EB), e o Tempo Total de Cultivo (TT).

4.3.4.1 Umidade dos Cogumelos

Previamente os cadinhos de porcelana foram secos em estufa a 105 °C por
60 min e, apds isso, resfriados em dessecador com silica para posterior pesagem em
balanca analitica. Foram pesadas cerca de 2,0 g de amostra, colocados em estufa pré-
aquecida a 105 °C por 24 h, e pesados apos o resfriamento desses em dessecador com
silica. A diferenga de massa ap0s a estufa serd denominada umidade e a massa resultante,
sélidos totais (ST).

4.3.4.2 Massa Fresca

A massa fresca foi verificada ap6s cada colheita dos corpos de frutificacéo,
cada réplica de cultivo teve a massa de sua producdo aferida em balanca analitica logo
apos o procedimento de colheita. Ao final dos trés fluxos de frutificagcdo a massa de cada

ciclo foi somada resultando na massa fresca total.

4.3.4.3 Eficiéncia Bioldgica (EB)

A EB foi avaliada e expressa sobre a producéo da biomassa fungica, a qual
€ caracterizada pela conversdo dos substratos em cogumelos. O calculo desse parametro

€ expresso pela Equacao 1:

EB (%) _ Massa fresca de cogumelos (g) X 100

Massa seca do substrato (g)

(Equacéo 1)

Versdo Final Honol ogada
04/ 08/ 2022 09: 03



37

4.3.4.4 Tempo de Colonizagéo (TC), Tempo de Emissao dos Primérdios (TEP), Tempo de
Formacao do Cogumelo (TFC), Tempo Total de cultivo (TT) e Niumero de Cogumelos (NC)

O TC levou em consideracdo o tempo necessario de incubacdo para a
colonizacdo completa do substrato, ou seja, até que todo o0 substrato apresentasse aspecto
cotonoso, indicando o recobrimento do substrato pela massa fangica. O TEP foi avaliado
com base no primeiro indicativo de aparecimento dos cogumelos na massa fangica
superficial ao substrato, indicando o inicio da formacdo dos cogumelos. O TFC considerou
os dias desde a emissédo dos primérdios até a formacdo completa do cogumelo, quando
esta apto a ser colhido. O TT somou o TC com o TFC e trés ciclos de producdo de
cogumelos. Ja o NC avaliou o numero de cogumelos obtidos em cada réplica e em cada

fluxo de cogumelos, indicando o nimero de cogumelos obtido ao fim do cultivo.

4.3.5 Obtencéo do Substrato Pos-Cultivo

Os substratos pos-cultivo foram obtidos a partir do cultivo de cogumelos da
espécie Pleurotus ostreatus em misturas compostas por 50,0% borra de café + 50,0%
Zoysia japonica (R1) e 50,0% borra de café + 50,0% Cynodon spp. cv. Tifton 85 (R2),
provenientes do cultivo descrito anteriormente. Seguidamente dos trés ciclos de frutificacéo
e da avaliacdo da producédo de cogumelos, os residuos pds-cultivo desse processo foram

caracterizados e encaminhados ao ensaio de PBM, conforme VDI 4630 (2016).

4.4 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS POS-CULTIVO DE Pleurotus ostreatus

4.4.1 Umidade, Sélidos Totais (ST), Sélidos Volateis (SV), Sdélidos Fixos (SF), Matéria
Orgéanica (MO) e Carbono Total (CT)

Todos os ensaios foram realizados apos 24 h de repouso das amostras.
Foram quantificados a umidade, o ST, 0 SV, o SF e o CT a partir do método que utiliza a

estufa seguida da mufla, descrito por Carmo e Silva (2011).
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4.4.1.1 Umidade e Soélidos Totais

Previamente os cadinhos de porcelana foram secos em estufa a 105 °C
por 60 min e, apos isso, resfriados em dessecador com silica para posterior pesagem em
balanca analitica. Foram pesadas cerca de 2,0 g de amostra, colocados em estufa pré-
aquecida a 105 °C por 24 h, e pesados apos o resfriamento desses em dessecador com
silica. A diferenca de massa ap0s a estufa sera denominada umidade e a massa resultante,
ST.

4.4.1.2 Solidos Volateis (SV) e Sélidos Fixos (SF)

ApOs o procedimento anterior, as amostras foram encaminhadas a mufla a
550 °C por 4 h. Na sequéncia, o conjunto (cadinho e cinzas) foi retido em dessecador com
silica para posterior afericdo de massa em balanca analitica. A massa restante nos

cadinhos é denominada SF ou cinzas, e a diferenca entre a massa inicial e a final SV.

4.4.1.3 Matéria Organica (MO) e Carbono Total (CT)
Determinou-se o teor de matéria organica a partir da perda de massa do

residuo incinerado, sendo considerado o material perdido pela incineracdo no intervalo de

variacdo da temperatura de 105 a 550 °C, conforme a Equagao 2:

MO (%) = (P—(T—C)x 100)/P (Equacéo 2)

Onde P = massa da amostra depois de aquecida a 105 °C (g), C = massa
do cadinho (g) e T = massa da cinza (g) + cadinho (g). A partir desse valor, juntamente com
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o fator de correcao de 2,10, calculou-se o teor de CT nas amostras, conforme descrito por
Carmo e Silva, (2011).

4.4.2 Nitrogénio e Proteinas Totais

Os teores de nitrogénio e proteinas foram determinados segundo as
metodologias estabelecidas pela AOAC n° 15057 (1984), com algumas modificacdes. O
meétodo é composto por trés etapas: digestao, destilacdo e titulacdo. Primeiramente, pesou-
se cerca de 0,20 g de amostra em tubos de Kjedahl e se adicionou uma mistura
catalisadora, composta por 1,75 g de K2SO4 (sulfato de potéassio) e 0,002 g de Selénio, e
5,0 mL de H2S04 (acido sulfurico) concentrado. Apdés isso, as amostras foram levadas ao
digestor, as quais foram aquecidas a 370 °C até a mistura se tornar incolor, com adicao de
mais 60 min, totalizando 5 h de digestdo. Finalmente, o material digerido foi destilado no
destilador de Kjedahl.

Foram adicionados 15,0 mL de NaOH (hidroxido de sodio) a 60,0% e 2,0
mL de agua destilada ao tubo de digestdo. Apds isso, recolheu-se o destilado em um
Erlenmeyer de 250 mL contendo 30,0 mL de H3BOs (acido borico) a 2,0%. Realizou-se a
titulacdo com HCI (&cido cloridrico) a 0,04 N e uma solucéo alcodlica de vermelho de metila
0,1% (10,0 mL) e verde de bromocresol 0,1% (25,0 mL) como indicador. A partir do célculo
do teor de nitrogénio foi convertido em teor de proteina total, utilizando-se do fator 6,25 para

a borra de café e gramineas, e 4,38 para os cogumelos.

4.4 .3 Glicidios Totais

Este ensaio foi realizado a partir do método descrito por Dubois e
colaboradores  (1956), com algumas alteracbes. Primeiramente, pesou-se
aproximadamente 0,5 g das amostras secas e moidas em um Erlenmeyer de 125 mL. Em
seguida, adicionou-se 20,0 mL de H2SO4 a 74,0% para hidrélise e encaminhou-se o
Erlenmeyer em banho de 4gua sob agitacdo por 30 min a 50 °C. Transferiu-se o material a

um baldo volumétrico de 250,0 mL e a ele se acrescentou 1,0 mL de solucdo de Carrez |
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(hexacianoferrato (lI) de potassio trihidratado (Ks4[Fe(CN)s]e3H20) 15,0%) e 1,0 mL de
solucéo de Carrez Il (sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4+7H20) 30,0%).

Para a determinagéo colorimétrica foi utilizado 0,5 mL de amostra filtrada e
0,5 mL de agua. Apés isso, adicionou-se 1,0 mL de solucdo de fenol a 5,0% e agitou-se
com auxilio de vortex por cerca de 20 s. Em seguida, foi adicionado 5,0 mL de H2SO4
concentrado e, novamente, a mistura foi agitada no vortex por 20 s. Utilizou-se esse mesmo
procedimento na construcéo da curva padrdo nas concentracdes de 0,02 a 0,15 mg/mL. A
amostra foi substituida por padréo de glicose 0,10 mg/mL. A leitura da absorbancia das
amostras foi realizada a 490,0 nm em um espectrofotometro (UV-Vis da Thermo Scientific
Evolution 201 UV-Visible Spectrophotometer). O equipamento possui dois caminhos

opticos e foram utilizadas cubetas de quartzo com 10,0 mm de caminho o6ptico.

4.4.4 Lipidios Totais

Pesou-se em triplicata cerca de 2,0 g de amostra, previamente moidas, em
tubos de Falcon de 50,0 mL, utilizando-se a metodologia de Toci et al., (2013). Os lipidios
foram extraidos da amostra com 15,0 mL de solucdo hexano:diclorometano 1:1 (v/v) e
extrator Ultra Turrax (IKA; Germany) por 3 min, a 14.000 rpm. Em seguida, foram levadas
as amostras a centrifuga (Hettich/Rotina 380) e, logo, essas foram filtradas em balbes
previamente secos a 105 °C por 1 h e resfriadas em dessecador com silica para posterior
pesagem. Por fim, encaminhou-se as amostras ao rotaevaporador (IKA/RV8) e a estufa a
105 °C, para secagem até massa fixa.

4.4.5 Fibras

Posteriormente a determinacdo de Solidos Totais (ST), Soélidos volateis
(SV), Sdlidos Fixos (SF), glicidios, proteinas e lipidios, o contetudo de fibras foi calculado
por diferenca em relacdo aos Solidos Volateis (SV) e os constituintes dessa fracao,

conforme a Equacéao 3.

Fibras = SV — (glicidios + proteinas + lipidios) (Equacao 3)
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4.4.6 Potencial Hidrogenidnico (pH)

Pesou-se aproximadamente 10,0 g da amostra em um béquer e se diluiu o
conteudo com 25,0 mL de agua destilada. Em seguida, a mistura foi agitada até que as
particulas ficassem suspensas uniformemente. ApOs isso, operando um medidor de
bancada da marca MS TECNOPON, previamente calibrado, determinou-se o pH da
amostra de acordo com as instru¢ées do manual do fabricante (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985).

4.5 AVALIACAO DO POTENCIAL BIOQUIMICO DE METANO (PBM) NOS SUBSTRATOS
POS-CULTIVO

Os ensaios foram realizados para determinar o Potencial Bioquimico
Metano (PBM) conforme as diretrizes propostas pela norma alema, VDI 4630. O in6culo
utilizado foi cedido pelo Laboratorio de biogas do CIBiogas e mantido sob temperatura
mesofilica (37 °C) até o momento da incubacédo. Ensaios com celulose microcristalina,
padrao positivo, foram realizados juntamente ao PBM com o objetivo de avaliar a atividade
biolégica do inéculo utilizado para o teste. Além disso, foram incubadas amostras de
in6culo, em triplicata, para a determinacdo de biogas produzido no indculo, que foi
descontado do valor de biogas dos substratos avaliados.

Todas as amostras foram testadas em triplicata em reatores de vidro com
volume de trabalho de 250 mL. A proporcdo de SV do inéculo em relagcdo ao SV do
substrato foi de 4:1, ou seja, a razdo entre a quantidade de SV do substrato por SV do
in6culo foi de 0,25, com base no valor inicial de SV no substrato e no in6culo. Apés
adicionados o in6culo e o substrato (amostra), os reatores foram acoplados aos
eudidmetros de 300,0 mL (Figura 6), vedados e adicionados gas nitrogénio (N2) com a
finalidade de assegurar um ambiente anaerébio instantaneo. Apdés o teste de
estanqueidade, de 30 min, o N2 foi liberado e o sistema mantido sob temperatura mesofilica
(37 °C), controlada por banho-maria. O volume de biogas foi registrado diariamente e
normalizado no padrdao de temperatura e pressdo (273,15 K e 101,33 kPa). Os

experimentos foram mantidos até que a producgéo diéria de biogas representasse menos
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de 0,5% da producdo acumulada por trés dias consecutivos e o0s resultados foram
expressos em Ln.kgsv! para o biogas e para o metano.

Os valores de PBM foram calculados pela razdo entre o volume de gas
seco produzido, normalizado e a quantidade de SV adicionados ao ensaio de acordo com
a VDI 4630 (2016). Enquanto a composi¢cdo do biogas foi avaliada pela leitura do gas
produzido com equipamento Drager X-7000, com sensores de CHs4 e CO2. A Figura 6

apresenta o conjunto de reatores onde foram realizados os ensaios de PBM.

Figura 6 — Reatores utilizados para os ensaios de PBM

Fonte: A autora, 2022.

Versdo Final Honol ogada
04/ 08/ 2022 09: 03



43

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS PRE-CULTIVO

Foram realizados testes preliminares de desenvolvimento do Pleurotus
ostreatus em diferentes proporcdes dos componentes do substrato. Péde-se observar
maior desenvolvimento do micélio e melhor produtividade de cogumelos nos substratos
compostos por 50,0% gramineas e 50,0% borra de café para ambas as espécies de
gramineas, e por isso neste estudo foi mantida tal proporcdo. Verificou-se em ambos 0s
substratos os parametros de pH (8,27 e 8,21) e umidade (70,6+2,9 e 66,2+1,4), para 0s
substratos S1 e S2, respectivamente. O controle desses parametros € indispensavel para
promover um ambiente adequado para a colonizacdo do substrato pelo fungo. De acordo
com a literatura, o pH deve ser proximo a 7,0 e a umidade deve ser mantida em torno de
70,0% (URBEN, 2017).

A caracterizacdo quimica foi realizada na borra de café e nas gramineas
individualmente, e em seguida foi calculado as propor¢des em que os residuos estavam na
composicdo dos substratos in natura. Os dados de quantificacdo de SF, SV, CT, N, C/N,

proteinas, glicidios, lipidios e fibras estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo quimica de substratos in natura utilizados nos cultivos de cogumelos comestiveis
da espécie Pleurotus ostreatus. Valores obtidos a partir da caracterizacéo individual (n=3) dos componentes
de cada substrato em (g/100g).

Sdélidos  Sdlidos

Amostras Fixos Voléateis CT N C/N Proteinas Glicidios Lipidios Fibras
S1 5,6+0,2 94,4+0,2 45,0+0,1 1,0+¢0,1 45 6,4+0,1 52,612,3  7,2+0,4 28,3+2,7
S2 5,4+0,1 94,6+0,1 45,0+0,1 1,0+0,1 46 6,5+0,0 54,2+3,0  6,7+0,3 27,243,3

Fonte: A autora, 2022.

Os substratos secos S1 e S2 apresentaram 5,6 e 5,4 g/100g de SF e 94,4
e 94,6 g/100g de SV, respectivamente. Os SF também podem ser descritos na literatura
como cinzas, e ttm em seu conteddo 0s minerais que sao considerados essenciais ao bom
desenvolvimento de micélios do género Pleurotus (FIGUEIRO; GRACIOLLI, 2011).

A presenca de N (1,0 g/100g) € essencial para o desenvolvimento do fungo,

porém em taxas elevadas pode ocasionar inibicdo da colonizagédo do substrato, impedindo
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o desenvolvimento do micélio do fungo e, consequentemente, causando a inviabilidade de
producdo dos cogumelos. Em ambos substratos esse nutriente foi considerado adequado
guando comparado a outros estudos da literatura, o qual deve estar presente na faixa de
1,0% (URBEN, 2017; BELLETTINI et al., 2016). Teores similares aos avaliados neste
estudo foram encontrados por Figueiré e Graciolli (2011), no cultivo de Pleurotus florida,
observando-se valores de 0,9, 1,0 e 1,1% para palhas de trigo, feijjdo e arroz,
respectivamente.

Outro aspecto importante e que varia de acordo com o substrato utilizado
€ arelacdo C/N, o qual deve estar entre 15 e 100 para o género Pleurotus (URBEN, 2017;
BELLETTINI et al., 2016). Este estudo apresentou valores de C/N de 45 e 46 para 0s
substratos S1 e S2, respectivamente. Em estudo realizado por Figueiré e Graciolli (2011),
os autores destacam como adequados aqueles com relacdo C/N proximo a 45,
corroborando com os identificados nessa pesquisa.

Quanto as suas composicdes, 0s substratos apresentaram pouca variacao
entre si, apresentando 0s seguintes teores nos substratos S1 e S2, respectivamente:
proteinas (6,4 e 6,5 g/100g), glicidios (52,5 e 54,2 g/100g), lipidios (7,2 e 6,7 g/100g) e fibras
(28,3 e 27,1 g/100g). Nao houve diferenca estatistica na aplicacdo do teste Tukey a uma
probabilidade de 5,0%, para nenhum dos parametros avaliados. Nesse viés, ambos 0s
substratos foram considerados adequados para o cultivo de Pleurotus ostreatus.

Segundo Salami et al., (2017), diferentes substratos podem interferir na
composicdo nutricional dos cogumelos. Porém ha uma escassez de estudos que
demonstrem a caracterizacédo quimica dos substratos, apesar de cada substrato apresentar

caracteristicas Unicas.

5.2 PARAMETROS DE AVALIACAO DE PRODUCAO E COMPORTAMENTO DO FUNGO

Uma das principais caracteristicas a ser observada durante a incubacado do
fungo é a capacidade desse em se desenvolver no substrato escolhido. A colonizag&o deve
ser rapida, em torno de 15 a 30 dias, de modo que n&o ocorra possiveis contaminacdes ou
indicativos de inibicdo de crescimento da massa fungica, sendo dependente do tipo de
substrato, tamanho de particulas, quantidade e tipo de in6culo utilizado (BELLETTINI, et
al., 2016; URBEN, 2017; RAMAN et al., 2021). Na Figura 7 nota-se que ambos substratos
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se apresentaram parcialmente colonizados no décimo dia de incubacdo, e obtiveram
colonizacdo completa da biomassa com 22 dias de incubacao e, produzindo cogumelos,
consequentemente.

Estudos realizados com o Pleurotus ssp. cultivados em gramineas
apresentam tempos de incubacéo de 16 a 22 dias para os substratos taboa, junco, capim
elefante, Panicum maximum, Panicum virgatum (NARAIAN, 2017; KARUPPURAJ, et al
2014; OLIVEIRA et al., 2018; TIRKEY et al., 2017; PRASAD et al., 2018).

Figura 7. Substratos S1 e S2 (a) 10 dias de incubacéo, colonizacdo incompleta e (b) 22 dias de incubagéo,
colonizacédo completa

Fonte: A autora, 2022.

Os cogumelos provenientes dos cultivos nas misturas de residuos,
substratos S1 e S2, apresentaram bom aspecto visual, sendo considerados ideais para a
comercializacdo. A Figura 8 apresenta os cogumelos Pleurotus ostreatus cultivados em

ambos 0s substratos no segundo ciclo de cultivo.
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Figura 8. Cogumelos produzidos a partir dos substratos S1 e S2

Fonte: A autora, 2022.

Os corpos de frutificacdo apresentaram pileos arredondados e estipe
proporcional, um indicativo da qualidade dos cogumelos para consumo e comercializacao.
A colheita dos cogumelos pbde ser realizada oito dias apés o procedimento de inducdo a
frutificacdo. Os cogumelos foram colhidos antes que seus pileos se tornassem planos,
evitando a liberacdo de esporos (URBEN, 2017). O tempo de colheita foi definido levando
em consideracao a durabilidade e conservacao dos cogumelos em prateleira, reproduzindo
o0 modelo utilizado por produtores de cogumelos para comercializagdo. Os resultados dos
aspectos biolégicos de cultivo do fungo estédo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacdo de aspectos biolégicos dos cultivos realizados nos diferentes substratos in natura

(n=3)
Identificagéo TC TEP TFC TT NC EB (%)
S1 22 4 8 58 81+6a 106,6+7,9a
S2 22 4 8 58 74+4a 103,7+5,2a

Médias com letras iguais na mesma coluna néo tiveram diferenca estatistica entre si segundo Teste Tukey a
5,0% de probabilidade.

TC: Tempo de Colonizacao (dias);

TEP: Tempo de Emisséo de Primordios (dias);

TFC: Tempo de Formacgéo dos Cogumelos (dias);

TT: Tempo Total do Cultivo (dias);

NC: Numero de cogumelos;

EB: Eficiéncia Bioldgica (%).

Fonte: A autora, 2022.
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Os TEP, TFC e TT de ambos os substratos foram de 4, 8 e 58 dias,
respectivamente. Nao apresentando variacdo nos parametros avaliados de incubacao e
frutificacdo dos cogumelos. Em estudo realizado por Figueir6 e Graciolli (2011), diferentes
substratos provenientes da agricultura apresentaram valores de TEP variando de acordo
com cada tipo de substrato, entre 1 e 9 dias, dessa forma, os valores encontrados neste
estudo sdo coerentes com a literatura. O tempo para obtencdo do primeiro fluxo de
cogumelos foi de 30 dias, e corresponde ao periodo de 30 a 31 dias, obtido para os
substratos de palha de arroz, palha de feijdo e palha de sorgo, para a espécie Pleurotus
florida.

Quanto ao NC, o substrato S1 foi capaz de proporcionar maior média de
cogumelos (81+6) em relacdo ao S2 (74+4). Porém, o NC nao apresentou diferenca
estatistica entre si, quando submetidos ao teste Tukey a uma probabilidade de 5,0%.

O substrato S1 demonstrou maior valor de EB (106,6x£7,9%) quando
comparado ao S2 (103,7+5,2%). Apesar da diferenca nas médias, ambos os substratos nao
apresentaram diferenca estatistica entre si no Teste Tukey a 5,0% de probabilidade. Dessa
forma, ambos os substratos foram considerados adequados para a producéo de cogumelos
comestiveis da espécie Pleurotus ostreatus.

Diferentes estudos apontam valores de EB distintos para o cultivo de
Pleurotus spp. em gramineas que variam de 26,4 a 100,3%. (NARAIAN, 2017;
KARUPPURAJ, et al 2014; OLIVEIRA et al., 2018; TIRKEY et al., 2017; PRASAD et al.,
2018). Em estudo realizado por Prasad e colaboradores (2018), as gramineas Panicum
maximum e Panicum virgatum apresentaram EB de 26,4 e 32,1%, respectivamente. Porém,
a associacdo das gramineas a palha de trigo, que possui caracteristicas nutricionais
distintas, foi capaz de contribuir para um aumento na EB para 54,0 e 68,4% para a mistura
25,0% Panicum virgatum + 75,0% palha de trigo, e para 50,0% Panicum maximum + 50,0%
palha de trigo, respectivamente.

Em estudo realizado por Salmones et al. (2005) utilizando borra de café
para o cultivo de Pleurotus ostreatus, a EB foi de 71,6 e 86,5%. Os autores destacaram o
baixo custo para obtencéo desse substrato e elencam que este € adequado e nutritivo para
o desenvolvimento de tal espécie. Além disso, eles apontam para uma dificuldade de
encontrar cepas gue sejam capazes de se adaptar aos compostos fendlicos presentes na

borra do café. A producédo de Pleurotus também foi avaliada por FAN e SOCCOL (2003)
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em borras de café, que produziram trés fluxos de cogumelos, totalizando 60 dias de cultivo,
e apresentou EB que variou entre 75,6 e 91,6%.

Os valores de EB estéo associados ao bom desenvolvimento do micélio no
substrato, que deve apresentar umidade e poros suficientes para que haja as trocas
gasosas e o desenvolvimento do micélio em toda a superficie do substrato. Nesse sentido,
a mistura de borras de café, que possuem pequena granulometria, e substratos com
particulas maiores, como as gramineas, o tamanho dos poros na regido interna do substrato
€ aumentado, promovendo, além de caracteristicas nutricionais diversificadas, melhor
estrutura para o desenvolvimento do fungo (BELLETTINI et al., 2016). Neste estudo, para
ambos os substratos a EB foi superior aqueles encontrados na literatura para borra de café
e gramineas, sugerindo a viabilidade da utilizacdo da mistura desses para a ampla
producdo de cogumelos comestiveis da espécie Pleurotus ostreatus. Cabe ressaltar que o
S1 foi composto integralmente por residuos. Esse fator incide em menores custos de
producdo dos cogumelos e promove a destinacdo adequada de residuos de cafeterias e de

podas de jardins.

5.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS RESIDUOS POS-CULTIVO

Apos os trés ciclos de cultivo de cogumelos, os residuos pos-cultivo foram
secos e, a partir deles, foi realizada a determinacdo de SF, SV, CT, N, C/N, proteinas,
glicidios, lipidios e fibras. Os resultados de tais parametros podem ser observados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Caracterizagdo quimica dos substratos pos-cultivo de Pleurotus ostreatus. Valores obtidos a
partir da caracterizacdo em g/100g (n=3)

Sélidos Sdlidos

Amostras Fixos Voléateis CT N C/N  Proteinas Glicidios Lipidios Fibras
R1 6,0£0,3a 94,0+0,3a  44,8+0,2a 1,0+0,1a 45a 6,6+0,1b 50,7+1,9b 1,5+0,1a 35,2+1,9a
R2 6,4+0,1a  93,6x0,1a 44,6+0,1a 1,1+0,0a  41lb 7,1x0,1a 60,3t1,3a  0,620,1b  25,7+1,4b

Médias com letras iguais na mesma coluna néo tiveram diferenca estatistica entre si segundo Teste Tukey a
5,0% de probabilidade.

Fonte: A autora, 2022.

Os substratos S1 e S2 apresentaram teores similares nos ensaios de SF, SV,
CT e N, e nédo apresentaram diferenca estatistica entre si. Porém, diferente da
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caracterizacao dos substratos pré-cultivos, os substratos pés-cultivo apresentaram valores
diferentes para N, C/N, proteinas, glicidios, lipidios e fibras, para R1 e R2, respectivamente.
Isso indica que, apesar do mesmo método de cultivo, cada substrato apds o cultivo tera
uma caracteristica quimica final, devido a acdo especifica dos fungos. A relagdo C/N, por
sua vez, manteve-se igual na amostra S1, quando comparada ao seu residuo R1. Ja a
amostra S2 apresentou um decaimento nessa relacao, de 46 para 41, indicando diferencas
nesse parametro quando observado o substrato antes e apos o cultivo.

Para a producéo de biogas € necessario que o substrato tenha uma relagcéo
C/N entre 20 e 30. A correcao de tal relagéo pode ser realizada a partir da codigestéo, a
gual utiliza substratos diferentes para equilibrar as caracteristicas nutricionais consideradas
essenciais para a digestao anaerobia (KARLSSON, 2014).

A amostra R1, que resultou em maior producdo de cogumelos, apresentou
menores teores de proteinas (6,6 g/100g) e glicidios (50,7 g/100g), além de maiores
concentracdes de lipidios (1,5 g/100g) e fibras (35,2 g/100g), quando comparada a amostra
R2, o0 que torna os resultados coerentes.

Ao avaliar a condigéo inicial dos substratos, ambas amostras apresentaram
um decaimento significativo no teor de lipidios, de 7,2 (S1) para 1,5 (R1), e de 6,7 (S2) para
0,6 (R2), indicando o consumo desses durante a degradacao da biomassa pelos fungos.
Além disso, a amostra R1 apresentou maior concentracao de fibras quando comparada a
R2 e ao seu substrato inicial (S1), isso provavelmente se deve a ndo degradacéo de algum
composto especifico presente na estrutura da graminea utilizada para cultivo.

5.4 ENSAIOS DE PBM NO RESIDUOS POS-CULTIVO

Os ensaios foram realizados conforme procedimento descrito no item 4.5 e
demonstram a possibilidade de producdo de biogas a partir de residuos obtidos na
producédo de Pleurotus ostreatus em substratos residuais compostos de gramineas e borra
de café. O indculo utilizado para a producdo de biogas em todos os ensaios apresentou
3,4 g/100g de ST e 2,1 g/100g de SV. Na celulose microcristalina foi quantificado 95,6
g/100g de SV, utilizando-se essa amostra como padrdao positivo, a fim de garantir a
qualidade do in6culo utilizado. A producédo de biogas na celulose foi de 62346 Ln.kgsv?,
com concentracdo de 58,0% de metano, o qual resultou numa producdo de metano de
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361+4 Ln.kgsv!. Esses resultados indicam a capacidade do indculo de promover a digestédo
anaerobia para a producdo de biogas. A Figura 9 apresenta as curvas de producao de

biogas para os residuos pos-cultivo R1 e R2.

Figura 9 — Média de producéo especifica acumulada de biogas nos residuos pés-cultivo R1 e R2 (n=3)
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Fonte: A autora, 2022.

A biomassa R1 apresentou uma producdo de biogas de 462,4+13,2
Ln.kgsv?t, totalizando 32 dias de digestdo. Enquanto que, a partir do substrato R2, pode-se
obter uma producéo de biogas de 339,2+20,7 Ln.kgsv't e um tempo de digestdo anaerdbia
de 30 dias (Figura 9). Ambos procedimentos seguiram os procedimentos descritos na VDI
4630 para definir os critérios necesséarios para o fim do procedimento de digestao
anaerdébia. Os demais valores relativos aos ensaios de PBM estao apresentados na Tabela
5.

Tabela 5 - Dados da producéo de biogas e metano para os residuos pés-cultivo R1 e R2

ST SV Tempo Digestdo Lnbiogés.kgsy Metano Ln
Amostras  (g/100g)* (g/100g)* Anaerdbia (dias) L (%) metano.kgsy?
R1 91,5+0,1a 85,6+0,1a 32 462,4+13,2a 60,0+2,0a 277,4+7,9a
R2 91,1+0,2b 84,5+0,1b 30 339,2+20,7b 58,04£0,1a 196,8+12,0b

*ST e SV avaliados em relacdo a massa fresca.

Médias com letras iguais na mesma coluna néo tiveram diferenca estatistica entre si segundo Teste Tukey a
5,0% de probabilidade.

Fonte: A autora, 2022.
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O substrato R1 apresentou maior teor de ST e SV (91,5+0,1 e 85,6+0,1),
guando comparado ao substrato R2 (91,1+0,2 e 84,5+0,1). Dessa forma, o substrato R1
apresenta uma maior disponibilidade de matéria organica para a degradacgao por digestao
anaerdbia. Sabe-se que a composic¢ao fisico-quimica da biomassa utilizada para a digestao
anaerobia tem influéncia na producédo de biogas, tanto nos aspectos cinéticos, quanto na
guantidade e qualidade do gas produzido (MONTEGOMERY; BOCHMANN, 2014). Além
disso, a estrutura quimica e as moléculas recalcitrantes na composicdo desses, como a
lignina, podem levar a uma maior dificuldade de acesso ao interior das estruturas de
substrato e & uma producéo inferior de biogas (PEREZ-CHAVEZ et al., 2019; MUSTAFA et
al., 2017).

Nota-se que os desvios padrdo do R1 e R2 foram de 13,2 e 20,7 Ln.kgsv?!
para o biogas e de 7,9 e 12,0 Ln.kgsv? para o metano, respectivamente. Esses valores
representam um coeficiente de variacdo (CV) de 2,8 e 6,1% (R1 e R2), os quais séo
considerados baixos por se tratarem de ensaios realizados pela acdo de microorganismos.

O biogas produzido apresentou uma pequena diferenca nos valores de

metano, 60+2 e 5810, para R1 e R2, respectivamente, porém essas amostras nao

demonstraram diferenca estatistica entre si (pelo teste Tukey com p < 0,05). Com base no

percentual de metano foi possivel o célculo da producédo de metano, que foi de 277,4+7,9
e 196,8+12,0 Ln.kgsv! para as amostras R1 e R2, respectivamente (Tabela 4). Esses
resultados indicam que o substrato R1, que possui em sua composic¢ao 50,0% borra de café
e 50,0% Zoysia japonica (100,0% residual), apresenta maior degradabilidade na digestéao
anaerobia em relacdo ao substrato R2, composto por 50,0% borra de café e 50,0%
Cynodon spp. cv. Tifton 85 (50,0% residual) e, consequentemente, maior producao de
biogas e metano. Apesar do substrato R1 apresentar digestdo anaerdbia mais longa em 2
dias, 6,5% de acréscimo em relacdo a R2, obteve-se uma producéo superior de metano,
em 29,1%.

A literatura apresenta diversos estudos com a utilizacao de fungos na obtencéo de
biogas (PEREZ-CHAVEZ et al., 2019), porém, a maioria deles s&o voltados ao uso dos
fungos como pré-tratamento de substratos e poucos apresentam a utilizacdo de residuos
pos-producéo de cogumelos.

Os residuos provenientes do cultivo do género Pleurotus se destacam em relacéo
aos outros géneros devido a sua grande versatilidade de producdo em uma ampla gama

de residuos lignocelulésicos, e por ser o segundo cogumelos comestivel mais consumido
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no mundo (SANCHEZ; ROYSE, 2017; URBEN, 2017).

Para o género Pleurotus, duas pesquisas apontaram o uso do residuo de
producdo na digestdo anaerdbia. Mehta et al. (1990) utilizou residuos de cultivos de
Pleurotus florida realizados em palha de arroz, com trés ciclos de frutificacdo e apresentou
uma producédo de 141,0 g de cogumelos a cada 500,0 g de substrato. Com base nesses
dados, pode-se calcular um rendimento de producao de 28,0%, o que leva em consideracao
a massa fresca de cogumelos em relacdo ao substrato umido. Esses dados ndo sao
suficientes para calcular a EB, uma vez que os autores ndo especificaram a umidade do
substrato para o cultivo. Neste estudo foi obtido Ln.kgst? de biogas e o percentual de
metano nao foi apresentado, esses valores sao inferiores aos obtidos neste estudo (Tabela
1). Ja Covalope et al. (2012) produziu trés ciclos de cogumelos Pleurotus ostreatus em
palha de trigo, porém ndo apresentou dados de producédo e destinou os residuos para a
digestdo anaerébia por 44 dias. Obteve-se 402,0 Ln.kgst' de biogas e o estudo néo
apresentou dados para qualificacdo do gas (Tabela 1). Em ambos os trabalhos anteriores,
os resultados foram expressos em ST, o que se difere do indicado na VDI 4630 (2016).
Essa recomendacao sugere a utilizacdo de SV, pois a matéria organica do substrato que
pode ser degradada pela digestao anaerdbia € expressa pelos SV, 0s quais correspondem
a uma parcela dentro dos ST.

Em estudo recente, a reutilizacdo de residuos da producdo comercial de
Agaricus bisporus foi utilizada para a obtencdo de biogas, e apresentou uma producao
expressiva de 306 e 157 Ln.kgsv! de biogas e metano, respectivamente. Esses valores se
aproximam dos valores encontrados para o R1 avaliado nesse estudo (339 e 196 Ln.kgsv
1). Embora as caracteristicas do substrato e a ag¢do do fungo sejam diferentes dos
estudados neste trabalho, houveram resultados positivos quanto a reutilizacdo dos
substratos pos-cultivo. A pesquisa citada ndo apresentou dados da EB de producéo de
cogumelos obtida por tais substratos (Tabela 1). Sabe-se que a comercializacdo de
cogumelos é rentavel e apresenta altos custos de producdo relacionados ao uso de
eletricidade, utilizada para manter as temperaturas adequadas de cultivo. O estudo
apresentou uma alternativa de valorizagdo dos residuos do cultivo e o aumento da
rentabilidade do processo produtivo demonstrando um estudo da viabilidade de producéo
de biogas para utilizagdo no proprio ciclo produtivo. Dessa forma, além de contribuir para a
economia circular, pode-se reduzir custos com eletricidade no processo de producao
(VIEIRA, 2021).
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Em contrapartida, ha um consideravel nimero de pesquisas que utilizam
Pleurotus ssp. apenas como alternativa de pré-tratamento bioldgico de substratos, com a
finalidade de otimizar o processo produtivo de biogas e metano. Nota-se que em grande
maioria dos estudos ha uma diminui¢éo do tempo de digestdo do substrato e, dentre esses
estudos, destacam-se aqueles que obtiveram um aumento de producdo de biogas, entre
4,0 e 80,0%, e metano até 1,6 vezes superior, quando comparados aos substratos sem
tratamento (ALBORNOZ et al.,, 2018; MUSTAFA et al., 2016; MUSTAFA et al., 2017,
TUYEN et al., 2013; MULLER; TROSCH, 1986). No presente estudo, ambos residuos
avaliados foram considerados adequados para a produgdo de biogés. Porém, observa-se
gue, caso haja a opcéo de escolha do substrato para o cultivo de cogumelos, deve-se optar
por aquele que traga maior beneficio econbmico e ambiental. Dessa forma, dentre os
substratos avaliados, o substrato S1, 100,0% residual, apresentou maior efetividade na
producdo de cogumelos e melhores resultados na producao de biogas e metano.
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6 CONCLUSAO

Os substratos avaliados foram capazes de produzir com qualidade os
cogumelos comestiveis da espécie Pleurotus ostreatus. Obteve-se EB de 106,6 e 103,7
para os substratos S1 e S2, respectivamente. Pode-se dizer que cada quilograma de
substrato residual seco, compostos por 50,0% borra de café e 50,0% gramineas, foi capaz
de produzir entre 1,04 e 1,07 quilogramas de cogumelos com caracteristicas adequadas a
comercializagao.

Apesar das variagdes na caracterizacdo dos residuos desses cultivos,
ambos foram considerados adequados para a reutilizacdo na producéo de biogas e metano.
A biomassa R1, proveniente do substrato S1, composto integralmente de residuos,
apresentou melhores resultados na digestdo anaerébia, 462,4+13,2 e 277,4+7,9 Ln.kgsv?,
para biogas e metano, respectivamente. Enquanto que a biomassa R2, advinda de S2 é
composta por 50,0% residuos, apresentou producdo de 339,2+20,7 e 196,8+12,0 Ln.kgsv?!
para biogas e metano, respectivamente.

O substrato constituido integralmente de residuos se mostrou eficiente na
producdo de biogas, levantando a discussdo da importancia de estudos que visem a
otimizacdo do aproveitamento maximo de tais recursos, gerando alimentos de qualidade,
mitigando impactos ambientais relacionados a destinacéo de residuos e produzindo energia
limpa. Dessa forma, a bioconversédo da borra de café associada as gramineas, torna-se
uma alternativa viavel para a producdo de produtos com valor agregado (cogumelos e
biogéas), além de promover a sustentabilidade e a economia circular. Todos esses aspectos
contribuem com os objetivos da Agenda 2030, a qual busca alcancar a fome zero (2), a
producdo de energia limpa e acessivel (7), a promocao de cidades e comunidades
sustentaveis (11) o consumo e producado responsaveis (12), ac6es contra as mudancas

climaticas (13) e preservacédo da vida terrestre (15).
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