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RESUMO

A prética do cultivo de cogumelos vem sendo exaraidirante muitos
anos, em diversos paises, em funcdo das suas guageis nutricionais,
terapéuticas, econdmicas e ecoldgicas. A produg@ogumelos no Brasil ainda
€ pequena, quando comparada com a de outros pafesespnseqiéncia de
fatores como nivel tecnoldgico e consuper capita. O Agaricus bisporus
também conhecido como champignon, € o cogumelo rpaisluzido e
consumido no mundo. Alguns fatores nas etapas ddugfio podem ser
fundamentais para o aumento da producdo. No Brasitultivo de A.
subrufescensconhecido como cogumelo-do-s@m escala comercial, ainda
necessita do desenvolvimento de tecnologias maquadias, por se tratar de
uma espécie com cultivo relativamente recente.ogkypa por informacdes que
visem ao desenvolvimento e a melhoria de tecndogidernas para a
maximiza¢éo da producdo em um curto espaco de tamghazindo os custos e
proporcionando aumento da producdo bem como a neeltdas propriedades
nutricionais, medicinais e terapéuticas inerentsscagumelod\. bisporuse A.
subrufescens Foram estudadas variaveis fisico-quimicas, bicksy e
ambientais que afetam o cultivo e a produtividade dogumelosAgaricus
bisporuse Agaricus subrufescenss quais estao descritos em trés capitulos. No
primeiro capitulo esta apresentado o artigo “Caltle champignon em funcao
da temperatura”, no qual foi avaliada a influértaatemperatura na colonizagéo
do substrato de cultivo e na produtividade de bjms deA. bisporus.
Temperaturas de 21° e 25 °C foram testadas, durastlonizacdo do substrato
de cultivo. A temperatura de 25 °C proporcionou angdrodutividade e
favoreceu ciclo de cultivo mais curto. No segundpitlo é apresentado o
artigo “The use of microbial additives during corafieg improves productivity
of Sun Mushroom A. subrufescensPeck)”, cujo objetivo foi avaliar a
produtividade e a eficiéncia bioldgica (EB), emd#io da utilizacao de aditivos
microbianos, durante a compostagem, visando adva@utto cogumeloA.
subrufescensusando o0 sistema de compostagem e pasteurizagZpa.
Aditivos microbianos foram adicionados, durante ampostagem, para
promover maior seletividade e aumento da produgiocdgumelos. Espécies
como B. megateriumB. cereuse S. termophyllunpodem ser utilizadas como
aditivos microbianos no cultivo dA&. subrufescenspois podem aumentar a
produtividade no ciclo de cultivo dA. subrufesccenaNo terceiro capitulo
apresenta-se o artigo “Application of Hazard Anialyand Critical Control
Points (HACCP) to the cultivation line of mushroamd other cultivated edible
fungi”, no qual foi implantado o sistema APPCC mah& de cultivo do
champignon, com a finalidade de identificar as a&tapgom risco de
contaminacao e proporcionar seguranca do produdh #\s etapas de recepcéo



de material de cobertura, recepcdo do compostacéal da frutificacdo e
colheita foram consideradas pontos criticos derontOs principais perigos
encontrados foram a presenca de produtos fitogsmsitndo autorizados ou
acima da dose recomendada e a presenca de bagéri@gEnicas e metais
pesados. Nas demais etapas, a aplicacdo dos plena@sntrole e limpeza
minimiza ou elimina os pontos criticos no ciclocdétivo.

Palavras-chave: Agaricus bisporus. Agaricus subrufescens. Aditivos
microbianos. Compostagem. APPCC.



ABSTRACT

The mushroom cultivation has been practiced foresmvyears in
many countries due to its nutritional, therapeuéconomic and ecological
attributes. Mushroom production in Brazil is sshall compared with other
countries as a result of factors such as technocéddevel andper capita
consumption.Agaricus bisporusalso known as Champignon mushroom is
the most produced and consumed in the world. Soamofs in the
production stages can be critical to increasingdpotion. In Brazil, the
cultivation of A. subrufescenknown as Almond Portobelo or “Cogumelo do
Sol” the commercial production still requires the developmeof
technologies suitable, because it is a recentwailtin species. The search
for information aimed at the development and imgment of modern
technologies for maximizing production in a shonte, reducing costs and
providing increased production and the improvemehtthe nutritional,
medicinal and therapeutic properties of thebisporusand A. subrufescens
mushrooms. The physico-chemical, biological andirmmmental factors that
affect growth and productivity ofA. bisporusand A. subrufescensare
described in the present study.. In the first ceaftChampignon cultivation
as a temperature function”), was evaluated theuarfte of temperature on
the cultivation substrate colonization aAd bisporusstrains productivities.
Temperatures of 21° and 25° C were tested duriegtibstrate colonization.
Temperature of 25° C showed higher productivity ahdrter crop cycle. In
the second chapter (“The use of microbial additivkging composting
improves productivity of Sun Mushroof subrufescenBeck)”. The aim of
this study was evaluate the application of diffeéremicrobial additivies
during composting on theéA. subrufescengroductivity and biological
efficiency. Microbial additives were introduced thg composting of two
weeks to promote greater selectivity of the sulbstraultivation. The
additives B.megateriumB. cereusand S. termophylluin can be used as
microbial additives imA. subrufescensultivation because it can increase the
productivity of the A. subrufesccensultivation. In the third chapter
(“Application of Hazard Analysis and Critical CoatrPoints (HACCP) to
the cultivation line of mushroom and other culte@tedible fungi”), in
which HACCP was implemented in line with the cudtion of mushrooms in
order to identify the steps in risk of contaminatiand provide the security
and safe food. Only the reception of covering matermnd compost, the pre-
fruiting and induction and the harvest have beensiered as Critical
Control Point. The main hazards found were the gwes of unauthorized
phytosanitary products or above the permitted desel the presence of
pathogenic bacteria and/or heavy metals. The imglgation of this



knowledge will allow the self-control of their prodtions based on the
system HACCP to any plant dedicated to mushroonother edible fungi
cultivation.

Keywords: Agaricus bisporus.Agaricus subrufescensMicrobial additives.
Composting. HACCP.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O cultivo e a exploracdo de cogumelos comestivéma tradicao
milenar, bem como o interesse humano por suasniafgies nutricionais e
medicinais (CHANG; MILES, 1989). O cultivo de cogelws € uma importante
atividade econdmica, uma vez que possibilita a em®o de residuos agricolas
em alimentos. Muitos residuos agricolas podem skrados como substrato
para o cultivo de cogumelos comestiveis, entrefeleas de bananeira, frutas e
sementes de mangueira e uva, residuos da candickrsapalhas de arroz e
trigo, entre outros (MANDEEL; AL-LAITH; MOHAMED, 205).

Os cogumelos sao apreciados na culinaria, devidabor, além de sua
importancia econbmica, ecolégica e medicinal. Aldéhisso, podem ser
cultivados com a finalidade de fornecer uma altéraale fonte protéica para a
dieta alimentar dos consumidores, pois algumasedades tém elevada
concentracdo de proteina de boa qualidade em soposicdo (HENRIQUES;
SIMEONE; AMAZONAS, 2008; OEI, 2003).

Por outro lado, o consunp@r capitade cogumelos no Brasil é pequeno,
guando comparado ao de paises europeus. Esseetatesel principalmente, a
aspectos culturais de consumo e ao preco do prqtiRBEN; OLIVEIRA,
1998). Dados do Instituto Brasileiro de GeografiaEstatistica — IBGE
demonstram um crescimento, a partir de 1990, ndugé®m de cogumelos no
Brasil, com destaque patabisporus Lentinula edodeg A.brasiliensis(DIAS
et al., 2003).

As principais espécies de cogumelos mundialmeunliévadas saoA.

bisporus Pleurotussp. eLentinula edode§SANCHEZ, 2010). Espécies como
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A. subrufescensP. ostreatuse P. pulmonariustambém sdo cultivadas e
comercializadas.

Estudos s&@o realizados com a finalidade de dekammvaiovas

tecnologias para a producédo de cogumelos comestvaiserva-se que uma das
principais dificuldades é a qualidade do substilatoultivo, tornando necessario
testar diferentes substratos para diferentes esp@ei HAMI; ANSARI, 2008).
O sucesso da producdo depende, na maioria dag@Ejada qualidade do
substrato, o qual pode ser preparado sob condigdgseis, reduzindo a
contaminacdo. Contudo, isto onera o custo de péBmudo substrato
(SANCHEZ, 2010).

Diversas espécies de cogumelos sdo cultivadas madon inteiro,
apresentando particularidades para a producaopender do local de cultivo.
Muitos estudos demonstram que a producdo de cogameél realizada
utilizando-se substratos esterilizados ou pastedioiz. Contudo, esses processos
sdo onerosos e aumentam a probabilidade de comtgdoirpor outras espécies
competidoras. Desse modo, em escala industrialneerial, utiliza-se uma
compostagem longa, seguida de uma pasteurizacda sem esterilizacédo
(VAJINA et al., 2010).

O substrato de cultivo, as condi¢cbes de temperatle umidade, de
concentragdo de didxido de carbono e os materigizBados como camada de
cobertura podem influenciar diretamente o ciclocdi#ivo de cogumelos do
génercAgaricuse, consequentemente, afetar sua produtividade.

O trabalho foi realizado com o objetivo de estu@ar principais
variaveis fisico-quimicas, biolégicas e ambientgise podem interferir no

cultivo dos cogumeloA. bisporus A. subrufescens
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2 REFERENCIAL TEORICO

A producdo de cogumelos comestiveis é uma ativided@odmica e,
sobretudo, ecolégica, pois possibilita a convedsioesiduos agricolas, reduz a
poluicdo do ar e diminui a utilizacdo de pesticidasa vez que diversos
residuos de atividades agroindustriais sao utiigasbmo substrato para cultivo
de cogumelos comestiveis, entre eles folhas denbaaasementes, residuos da
cana-de-acUcar, palhas de arroz e trigo, entr@(@ANDEEL; AL-LAITH,;
MOHAMED, 2005).

Os cogumelos tém sido apreciados h& muitos anaddodés suas
propriedades nutricionais e medicinais, além dee@sp econdmicos e
ecoldgicos. Seus valores nutricionais sdo superi@es da maioria das
hortalicas e podem ser produzidos em substratasé de mais de 200 residuos
agricolas, reduzindo o investimento financeiro ($ANEZ, 2010).

Durante milhares de anos, os cogumelos tém sideucaidos, sendo
seu sabor bastante apreciado. Eles apresentam sigégpoquimica que €
interessante, do ponto de vista nutricional. Enalges cogumelos contém 90%
de agua e 10% de matéria seca. O teor de protaimaatéria seca varia entre
27% e 48%, o de carboidratos até 60% e o de lipidimtre 2% a 8%
(SANCHEZ, 2004). O valor energético total do piteae 1,05 a 1,50 J/kg de
cogumelo fresco.

Existem, pelo menos, 12.000 espécies de fungos pmoem ser
consideradas como cogumelos, com, pelo menos, 280€cies comestiveis.
Mais de 200 espécies ja foram coletadas na naterestdizadas para diversos
fins medicinais tradicionais, principalmente norerto Oriente. Cerca de 35
espécies de cogumelos foram cultivadas comercigdnendestas, cerca de 20

sao cultivadas em escala industrial. O cogumels maltivado no mundo A.
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bisporus Lange (Imbach) (champignon), seguido de edodes(shiitake) e
Pleurotusspp.

2.1Agaricus bisporus (Lange) Imbach

Ha relatos de que a espédle bisporus também conhecida como
champignon, tenha sido cultivada inicialmente, eamd do ano 1600, na
Franca, especificamente em Paris. A partir dagégaca, seu cultivo foi
mundialmente difundido e, atualmente, a espécie dmada tecnologia de
producdo, sendo o cogumelo mais produzido e cowmgumd mundo. Suas
linhagens apresentam rendimento elevado e exibemfologia e textura
bastante atrativas para o mercado consumidor (BRA&Aal., 1998;
LARGETEAU; SAVOIE, 2010).

A. bisporusé um fungo pertencente ao grupo dos basidiomicetos
bastante cultivado em diferentes formulacdes de postos pasteurizados
(BONONI et al., 1999). O cogumelo tem a capacidddesecretar enzimas
extracelulares, através de seu metabolismo, as dagradam compostos para a
obtencdo, principalmente, de carbono e nitrogée&senciais para o seu
desenvolvimento (DONINI et al., 2005).

Pesquisas tém sido realizadas com a finalidadeodseguir melhores
rendimentos no cultivo, principalmente no que dispeito ao preparo do
composto, o qual pode ser obtido com algumas f@pddls, a depender da
disponibilidade localA. bisporudiferencia-se das demais espéciesglricus
pois produz, predominantemente, basidios com ldsgidios com dois nucleos,
diferente de outro8garicus os quais produzem basididsporos uninucleados. Os
basidiésporos binucleados contém um ndcleo hapléidecada um dos
homocarios parentais que sao autoférteis e podemirge formando um
micélio heterocariético (STOOP; MOOIBROEK, 1999).
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2.2 Agaricus subrufescens Peck

Segundo Kerrigan (2004)A. subrufescensé um cogumelo com
propriedades medicinais, nativo do Brasil. Estaeigpfoi coletada na década de
1960, no municipio de Piedade, SP, sendo populdemeonhecido como
cogumelo-do-sol, cogumelo-piedade ou cogumelo-nvedic

Na literatura especifica, € comum observar quenal@utores citam o
cogumeloA. blazeibem comoA. brasiliensis entretanto, trata-se do mesmo
fungo. O A subrufescens anteriormente denominado A.
blazeiMurrill sensu Heinemann, foi reclassificado com@. brasiliensis
Entretanto, a classificacdo foi contestada poriganr(2004), sugerindo 0 nome
A. subrufescenBeck. Por outro ladoA. brasiliensis A. subrufescensio
considerados como a mesma espécie (COLAUTO et2@llpb). Portanto,
atualmente, utiliza-sA. subrufescenBeck para identificar a espécie brasileira.

Apesar das discussdes a respeito da nomenclaantifica, observa-se
um aumento no consumo de cogumelos no mercadmantanasileiro, bem
como as suas exportacdes internacioraisubrufescenBeck é um cogumelo
nativo do Brasil, cultivado comercialmente desd801l8 a maior parte da sua
producao é destinada ao mercado japonés (ZAGHIDENCOLAUTO, 2010).

A espécie € uma importante op¢do para os produtbeesgaricus
sazonais, que podem produzir eficientemente nooyetfevido as suas
exigéncias maiores de temperatura, quando compasadchampignon A
bisporug. A producéo no Brasil ainda é pequena, quandgeacada a de outros
paises, entretanto, existe uma tendéncia de cresmm

As técnicas de cultivo e de formulacéo de subssatosemelhantes as
de A. bisporus com algumas peculiaridades, por se tratar de agmmelo de

origem tropical, de modo que algumas praticas iséees de adaptacdes,
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principalmente em relacdo a temperatura de culfZdGHI; LINDE;
COLAUTO, 2010).

O cultivo de A. subrufescensm escala comercial, no Brasil, é
consideravelmente recente e, por isso, ha uma sidade crescente do
desenvolvimento de tecnologias adequadas. Esta etaysiste, principalmente,
na adicdo de solo e/ou outros materiais sobre strad colonizado. No Brasil,

materiais de cobertura local tém sido tradicionatmetilizados.
2.3 Variaveis importantes para o crescimento dos gamelos

O conhecimento da microbiologia é de fundamentgbit@ncia para o
cultivo de cogumelos comestiveis, uma vez que osnmog sdo capazes de
sintetizar compostos complexos, como celulose, teaiose e lignina, os quais
sd0 necessarios para o seu desenvolvimento. Sasin, algumas variaveis
durante o ciclo de cultivo sdo fundamentais parauttivo de cogumelos
comestiveis. Dentre elas, podem-se destacar: coageos, inGculo gpawn),
temperatura, umidade, concentracdo de ,C@amada de cobertura,

microrganismos presentes, colheita e pés-colheita.

Compostagem

O tipo do substrato é responsavel por proporcionamicroambiente
apropriado ao micélio e, posteriormente, a formadas primérdios e a
frutificacdo do cogumelo (GASPAR JUNIOR et al., 2D1Geralmente, os
materiais utilizados como substrato de cultivo dogumelos passam por um
processo de compostagem, no qual sdo transfornesadasompostos solaveis,
por meio da a¢do enzimatica dos microrganismogptes na compostagem, 0s
guais transformam os residuos em um material nstdse e que permitem aos

cogumelos um melhor desenvolvimento. Estes compasihiveis podem ser
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transportados para o citoplasma do fungo (BRUNEAtT4l., 2009; CHANG,;
MILLES, 2004).

No processo de compostagem, residuos organicosradsformados
(convertidos) em produtos estaveis, em condicGasbees, por meio da
decomposicdo por microrganismos. Em escala indugtrcomercial, utiliza-se
uma compostagem longa, seguida de uma pasteurizag@sem esterilizacao
(VAJINA et al., 2010). A compostagem é um processtebnolégico realizado
por diferentes comunidades microbianas que atuacong@ondo a matéria
organica, transformando-a em nutrientes mais ser({EBARRENA et al., 2006).
Os componentes tradicionais dos compostos paranrmigs tém fontes de C e
N para suprir as necessidades nutricionais da hiaten Devido as dificuldades
de disponibilidade e a variabilidade no materiaipfulacdes de compostagem
com diferentes residuos e varias fontes de N ssenelelvidas. O baixo custo, o
alto teor de N e a facilidade de manuseio fazem goenos residuos de aviario
de frangos constituam a maioria da compostagerss quétivo dos cogumelos,
em muitos paises. No entanto, 0 esterco de gadiptesenta um problema com
0 odor exalado, principalmente devido ao enxofrg, @ém de contém
aminoacidos que sao precursores de volateis otigifBlOBLE et al., 2002).

O preparo do composto varia bastante nos paisedutpres de
cogumelos, principalmente em relagdo a disponddé de residuos
agroindustriais. No entanto, a producédo de compastolve, basicamente, duas
etapas, sendo a primeira realizada ao ar livrejuah o material é empilhado e
umedecido durante, aproximadamente, 12 a 15 diagnakéria-prima é
umedecida para assegurar que os diferentes contpeneejam misturados
uniformemente e para auxiliar a atividade microdiado entanto, este sistema
pode ser vulnerdvel a mudancas na temperatura at@béspecialmente no lado
externo da pilha. A segunda fase é realizada emtests, conhecidas como

tineis de pasteurizagdo, que sdo, geralmente, $aadods, com piso ripado,
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para a pasteurizacdo do composto utilizando vapeidal O ambiente é
controlado e nele a temperatura do composto éddgvara 57-60 °C, por até 12
horas e, posteriormente, reduzida pela entradardeaacdmara na fase de
condicionamento para 50-52 °C. Esta etapa de pastedio € essencial para o
controle de doencas e de organismos indesejavess.f&se continua até que a
temperatura diminua aproximadamente 30 °C (resftiando composto) e os
niveis de amonio fiquem abaixo de 10 ppm, pois eottacées mais elevadas de
amonio sao téxicas para o cogumelo.

Apoés alguns ciclos de cultivo dos cogumelos, o amstp ainda
apresenta uma variagdo nutricional e, desse modanposto pds-cultivo pode
ser utilizado como uma alternativa para o fornentmede nutrientes para
espécies vegetais (CHANG; MILES, 1989, 2004; JORDAMULLEN;
MURPHY, 2008; KULCU et al., 2008; OEI, 2003; SANCHEF2004; SILVA et
al., 2007; SIQUEIRA et al., 2011).

A populacdo microbiana atuante no composto tambémmdamental
para o desenvolvimento dos cogumelos, uma vez quesenta atividade
essencial para a compostagem, fator importante @agficacia do processo.
Atualmente, existem cerca de 100 tipos de aditbayserciais microbioldgicos,
utilizados para desodorizacdo e aceleracdo do ggocde compostagem para
tratamentos de estrume animal, no Japdo. No entapenas um nudmero
limitado de fabricantes revela os microrganismossg@ntes nestes aditivos.
Além disso, funcbes dos aditivos e caracteristidaguimicas no processo de
compostagem ainda necessitam de estudos (SASAK| 2006).

Os principais fatores no controle do processo aepostagem incluem
temperatura ambiente, umidade, pH, aeracdo e damptmos do material
(relacdo C:N, granulometria, teor de nutrientepaes e ar livre). Esse processo
€ dependente das caracteristicas da mistura (os3iduas propor¢cbes dessa

mistura devem ser determinadas. Em alguns casuwjepg volumes de residuos
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produzidos podem ser compostados, mas, por caupaodeedades fisicas e
guimicas, eles ndo sdo adequados para a compostagemdo utilizados
sozinhos (KULCU et al., 2008). Quando o teor de Bixéessivo, existe uma
rapida degradacéo do substrato (ZAGHI et al., 2010)

Os cultivos deA. bisporuse A. subrufescenadotam metodologias de
compostagem semelhantes, embora técnicas especHioda estejam em
desenvolvimento. Diferentes parametros, como adi¢ctes nas distintas fases
do ciclo de cultivo (umidade, temperatura, con@g@o de didxido de carbono
e, luminosidade), os materiais, o processo de elgho do composto e os
diferentes aspectos relativos as camadas de cobettlizadas e a frutificacao,
devem ser estudados para incrementar o rendimerdaptar o cultivo as

condi¢Bes especificas nos diferentes locais daupémd

Inéculo (spawn)

A utilizacdo de um indculo sadiegawr), isento de contaminantes, é
primordial para o inicio do cultivo. €pawn em geral, é caracterizado por graos
de trigo ou de arroz impregnados com o micéliowy®, obtido de uma cultura
pura, o qual é utilizado para a colonizacdo dotsatosde cultivo e a posterior
formacédo dos carpéforos (CHANG; MILLES, 2004).

Temperatura

Condic¢Ges ideais de temperatura estdo em torné 8€,2ara o cultivo
deA. subrufescengnquanto, para. bisporus valores ideiais estéo entre 23-25
°C, com a necessidade de uma reducdo entre 7-@a*@mperatura, para
permitir o inicio da frutificacdo. Contudo, é imforte mencionar que
determinadas variedades comerciais podem requeretigbes especificas de

cultivo.
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Umidade

Elevados niveis de umidade sdo requeridos para ltivocudos
cogumelos, sendo necessario entre 90% e 95%. Garanpara a frutificacao,
a umidade deve ser elevada, enquanto, para a &Gasiesknvolvimento dos

carpoforos, a umidade deverd estar entre 80% e 85%.

Concentracao de CQ

Durante o crescimento d& bisporus a concentracdo de G@evera
estar entre 340 e 1.000 ppm, pois concentracdes eteiadas podem atrasar a
frutificacdo e reduzir o nimero de cogumelos prathsz Carpoforos dé.
subrufescensequerem maiores trocas de ar fresco para asdasgescimento e
frutificacdo (CHANG; MILES, 2004). Na fase de forgd® dos carpoforos, os
niveis de C@devem ser inferiores a 1.000 ppm e, para uma naagioducao,
inferiores a 500 ppm. Em geral, para o crescim&®d\. subrufescensos
pardmetros estabelecidos séo inferiores a 5.000 ppra 0 crescimento do
micélio no substrato; entre 400-800 ppm, para andgéo dos carpéforos,
depois de adicionar a camada de cobertura e irdsria 2.000 ppm, para o
desenvolvimento dos cogumelos (LARGETEAU et al.1ROSTAMETS,
2000).

Camada de cobertura

A frutificacdo dos cogumelos em cultivo comerciatenvolve-se sobre
a camada de cobertura, material empregado sohrsbtrato de cultivo, com o
objetivo de induzir a passagem da fase de crestinvegetativo para a fase de
crescimento reprodutivo do cogumelo. A adicdo deaxtas de cobertura nos

substratos tem sido tradicionalmente utilizada pagaltivo, bem como a adi¢édo
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de calcario e de carvao vegetal para correcdo de ptelhoria da porosidade,
respectivamente. Contudo, séo necessérias infoenaqéis detalhadas sobre os
tipos adequados de solos a serem utilizados comerigia de cobertura
(SILVA et al., 2009).

A aplicacdo de uma camada de cobertura sobre oastmpolonizado
de micelio é uma operac¢do imprescindivel na pramwg@mercial, para as
espéciesA. bisporuse A. subrufescensNo caso deA. bisporus numerosos
materiais séo utilizados com essa finalidade, selifdoentes tipos de turfas os
mais expandidos em todo o mundo, devido, principate as suas propriedades
estruturais e de retencdo de agua (YEO; HAYES, )I9X® caso deA.
subrufescensos materiais utilizados tém sido condicionadas,nmioria dos
casos, pela disponibilidade nos paises produtofssim, sdo utilizados,
habitualmente, coberturas baseadas em solos nsimedifierentes tipos de turfas
locais, embora se possam encontrar, entre seusooemies, outros materiais,
como carvao vegetal, areia, vermiculita, casc#®ites e fibra de coco, entre
outros (CAVALCANTE et al., 2008; COLAUTO et al., P0a; SILVA et al.,
2007; ZIED et al., 2009).

Varios aspectos sobre camadas de cobertura saocide@u®s
relevantes, mas ndo ha um consenso. Alguns padanetdem ser citados,
como a espessura, a porosidade, a agua e as gasasas da camada de
cobertura, com efeitos sobre o aparecimento, cmgebémento, a qualidade e a
guantidade de basidiocarpos d® bisporus Materiais com niveis de
compactacdo nas camadas dificultam o crescimenteliadj devido a baixa
disponibilidade de ar, tornando o sistema anaeygmimcipalmente apés a
adicdo de agua, tornando o crescimento rapido derorganismos
contaminantes (COLAUTO et al., 2010a).
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Microrganismos presentes no cultivo

Os microrganismos desempenham papel importantty ten fase de
crescimento vegetativo quanto no crescimento reprad do micélio do
cogumelo, principalmente bactérias, actinobactésidangos termofilicos. Na
producdo do composto, pode ocorrer a presencadadepalpulacdes benéficas de
actinobactérias que auxiliam na degradacédo do cstmpalém de promover a
seletividade e a protecdo contra microrganismospetidores (ALTIERI et al.,
2009). Na fase de condicionamento do composto, exnda como fase Il da
compostagem, microrganismos termofilicos (espeeatenas actinobactérias),
multiplicam-se e convertem aménia livre em proteimicrobiana. Estes
microrganismos desempenham papel crucial na prgmrde um composto
adequado para os cogumelos, pois a amonia regidt@mente toxica e impede
0 crescimento micelial das espéciesAd@ricus enquanto a proteina sintetizada
€ importante para a nutricdo dos fungos cultivadsgecialmente em compostos
com bagaco de cana-de-aclcar, pois, apdés a paatfio] a biomassa do
composto contém altas concentracfes de nutriergégioos e inorganicos que
favorecem a colonizacdo de cogumelos comestiveiriposto com base no
bagaco de cana e capimpast-cross apresentou diversificada populagéo
microbiana, composta, principalmente, Bacillus spp, Streptomycessp. e
Aspergillus fumigatysgue séo responsaveis pela degradacao das filpalsse
caracteristicas fisicas e quimicas do compostd. fifsias espécies foram mais
persistentes durante a fase | da compostagem etenamisestaveis durante a
pasteurizacao (SILVA et al., 2009).

Testes realizados por meio da inoculaca&dgalidium thermophilum
no composto de cultivo d&. bisporus demonstraram que foi possivel reduzir o
tempo de compostagem ou, até mesmo, elimina-lendes/endo, assim, um
método mais simples de cultivo, somente com alfa®eexperimento permitiu

preparar 0 substrato com somente trés dias, tempoessario de
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desenvolvimento do Scytalidium thermophilum obtendo-se rendimentos
préximos aos obtidos com a metodologia convenci@@@ELLO-CASTILLO;
SANCHEZ; ROYSE, 2009).

O objetivo da compostagem € promover, por meio tadade
microbiana, um meio seletivo para a producdo deurmefps. Contudo,
mudancas microbioldgicas ocorrem durante o processesse modo, pragas e
doencas podem promover uma fonte de contaminacg@iantduas etapas
seguintes da compostagem.

A maioria dos insetos pragas na producédo de cogsnmeal Irlanda do
Norte é de Sciaridae (Diptera) e Phoridae (Diptdrgoriella castanescens
(Sciaridae) pode infestar, inicialmente, o composieds a fase Il da
compostagem, enquanto a fémkkegaselia halterata(Phoridae) pode ser
atraida por compostos volateis. Adultos de Phorgfaevetores de patégenos
fungicos, comoVerticilium sp. O controle de pragas tem sido claramente
demonstrado em estudos realizados na América dte N®ESS; MURCHIE;
BIRGHAM, 2007).

O fungoLecanicillium fungicolaé o agente causal da doenca da bolha
seca, que é um dos maiores problemas na produgdercal do cogumeld.
bisporus pois sua infec¢cdo pode causar sintomas que valesude pequenas
lesBes necroticas nos basidiocarpos até o rompinpemtial do tecido na estipe
e no pileo, causando deformidade na estipe, e masdiferenciadas do tecido
do cogumelo. Para que haja um controle eficienteLdefungicolg sé&o
necessarias praticas rigorosas de higiene, bem anuso de fungicidas,
contudo, sdo raros os produtos quimicos que poéemitiizados no controle,
uma vez que a legislacdo especifica é bastanerigsih. A infeccdo dé.
fungicolg provavelmente, ocorre na camada de cobertura,sgosuspeita que o
patégeno nao consiga infectar o micélio vegetadivé.. bisporusno composto.

A elucidagdo dos mecanismos por meio dos quaist@gpao exerce o efeito
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patogénico também pode levar a manipulacdo do delsénento do cogumelo,
de maneira benéfica para o produtor (BERENDSEN.,e2@10).

A doenca da bolha Umida, provocada pelo patogbhmogone
micoparasita causa danos em diversos fungos Agaricales, dnhisporusO
micoparasita afeta a morfogénese dos basidiocatpds bisporus levando a
deformacéao do tecido, sem sinais de diferenciacao.

Na Espanha, a doenca mais importante em cultivosodemelos é a
bolha seca. A disponibilidade de fungicidas UteisindUstria de cogumelo é
limitada ndo s6 por uma regulamentacao mais rigonoss também pelo fato
de o patdgeno e a cultura serem dois fungos. Uniséiedas substancias ativas
realizadas na Unido Europeia levou ao desaparetintenpraticamente todos
os fungicidas utilizados anteriormente para o cbetile doengas de cogumelos.
Carbendazim, tiofanato-metil e tiabendazol sdoralgips fungicidas incluidos,

embora nenhum seja autorizado para uso em cukivamgumelos (GEA, 2010).

Colheita e pés-colheita

A colheita dos cogumelos pode ser efetuada em épdistintas, a
depender da espécie cultivada. Apos o desenvoltinmaitelial sob a terra de
cobertura, que ocorre em aproximadamente 17 adX) thicia-se a formacgéo
dos primérdios. Para o génerdgaricus como o cogumelo-do-sol e o
champignon, a colheita deve ser realizada no estielbotédo, ou seja, antes de
iniciar a abertura do pileo (ROYSE, 2010).

Apesar dos enormes avanc¢os na produgabisporuse A. subrufescens
tém vida util limitada, devido a senescéncia pdkaita, € um grande problema
para os produtores é a manutencdo da qualidadeofiteita de seus produtos,
especialmente nos casos em que eles tém de sepdratos por longas

distancias, antes de chegar ao mercado. A vidaalfirateleira é bastante curta,



27

tornando-se um dos principais obstaculos ao deteémemto da indUstria de
cogumelos (DUAN et al., 2010).

Por se tratar de um alimento altamente perecivel,cagumelos
comestiveis necessitam de métodos para a sua y@eder Um dos mais
utilizados é a preservacdo em conservas ou em ga@mBomo os cogumelos
escurecem rapidamente durante o processament@staripr armazenamento,
eles estdo sujeitos a uma forma adequada de paéreato, antes de conserva-
los. Os mais comuns sdo lavagem, imersdo, degjdmtaliofilizacéo,
branqueamento ou impregnacdo a vacuo em solucdes cgatenham
substancias que inibem o escurecimento dos tedaies;omo sal, acido citrico,
acido ascérhico, peroxido de hidrogénio, EDTA, ssmabato de sobdio,
cloridrato de cisteina e metabissulfitos (JAWORS#A., 2010).

2.4 Composto pds-cultivo

Apesar de ser uma alternativa econémica viaveljtiva de cogumelos,
semelhante as demais atividades agricolas, prahiduos, os quais estdo se
tornando disponiveis em quantidade cada vez maigsse residuo é conhecido
como composto exaurido ou poés-cultivo, sendo gemramlotodos os paises
produtores de cogumelos. Na Irlanda, a industriprdducdo do cogumelo gera
em torno de 295.000 toneladas de composto exapoidano, representando um
grande desafio de gestdo ambiental.

O composto exaurido é reconhecido como um mateakbso, pois
melhora a estrutura do solo, devido a sua natuedizanente organica, a
presenca de nutrientes e de microrganismos, erppoftionar um aumento ha
producdo de matéria seca. Aproximadamente 72% dmpasto exaurido na
Irlanda sao aplicados ao solo e, portanto, é négassma analise sistematica

em sua composicao, a fim de avaliar a sua apliceqfo fertilizante, de modo
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gue possa ser aplicado no solo de forma raciof@RDAN; MULLEN;
MURPHY, 2008).

Resultados obtidos com a utilizacdo de substraémscpltivo deA.
bisporuscomo camadas de cobertura mostraram a viabilidadesintroducéo
em novos ciclos de cultivo, tanto como materiabdse Unico (apés submeter-se
a um processo de lavagem para eliminar sais ssl)igemo, ainda, misturado
com outros materiais de baixa condutividade ekitmomo a fibra de coco. A
utilizacdo de substratos pés-cultivo caracterizaaggeuma alternativa ao uso de
terras e de outros substratos organicos tradicimrae utilizados como
camadas de cobertura em ciclos de cultivoAghricus diminuindo os custos e
reduzindo o impacto ambiental (PARDO; ZIED; PARD@ZALEZ, 2010).

2.5 Producéo de cogumelos

No Brasil, a baixa producdo de cogumelos comestiatinda a ineficaz
tecnologia de coleta de informacdes referentesodugéio, ndo representa 0s
valores reais de producao e, sendo assim, é bastamplexa a estimativa da
producdo brasileira de cogumelos. Em 2005, a CHestacou-se como o
principal pais produtor de cogumelos comestiveigafiG® 1) adaptado de
Sanchez (2010).
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Grafico 1 Paises produtores de cogumelos comestivei

Dados da Organizagdo para a Alimentacdo e Agrieultlas Nacdes
Unidas, a respeito da producdo mundial de cogumeédrsonstram que a China
€ 0 maior produtor mundial, com a produc¢édo de illBam de toneladas, no ano
de 2007, ou seja, houve um aumento na producaapdeximadamente, 65%
desde 1997. Estados Unidos, Canadé, india e Indoagarecem a seguir, com
390; 81,5; 48 e 30 milhdes de toneladas produzidgspectivamente, também
em 2007. Ja Brasil e Cazaquistdo podem ser coadigrprincipiantes na
producéo de cogumelos, pelo menos desde 1997.

A producdo de cogumelos parece aumentar contindenaenlongo do
tempo. Isso pode ser devido ao aumento da demamdzomsumidor e ao
crescimento da conscientizacdo sobre os benefigiss traz a saulde,
principalmente quanto as propriedades antioxida(¢BA et al., 2009). A
producdo do basidiocarpo tem proporcionado geraghducro pela Europa,
Estados Unidos e China, alcancando valores da oddetd$ 3,6 bilhdes, em
1994 (STOOP; MOOIBROEK, 1999).
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O consumo de cogumelos aumenta ano apés ano,galimeinte nos
paises ocidentais, em fungcdo da divulgacdo de salsses nutritivos e
terapéuticos, bem como pela diminuicdo dos preeogdda ao consumidor. O
grande consumo dos cogumelos pode ser comprovadocpescimento na
producdo mundial, que superou os 40%, comparands-sados entre 2005 e
2010, superando o limite dos 7,3 milhdes de tomsladom destaque para os
paises mais produtores, que s]ao China, ltaliadastUnidos, Holanda, Polénia
e Espanha (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS - FAO, 2012).

No Brasil, a producdo de cogumelos atingiu, em 260863 toneladas,
destacando-se a regido sudeste, na qual foram ziledu5.627 toneladas,
demonstrando que ela esta bastante concentradeipptimente nos estados de
Sédo Paulo e Minas Gerais (INSTITUTO BRASILEIRO DE@GRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2013).
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1

Cultivo do cogumeloAgaricus bisporus em fungéo da temperatura

Artigo redigido conforme norma da Revista Ciéncia Riral

Vinicius Reis de Figueirédo, Eustaquio Souza Dias

Resumo

O cogumeloA. bisporusé um cogumelo que requer baixa temperatura para a
indugéo da frutificacdo. Essa exigéncia limita o eeltivo no Brasil em meses
mais frios do ano ou exige a utilizacdo de ambientegrolado, onerando muito
a producéo. Este trabalho foi realizado com o blgjete avaliar a produtividade
de diferentes linhagens em funcdo da temperaturaltigeo apos a inducéo da
frutificacdo. Diferentes linhagens de bisporusforam avaliadas quanto ao
efeito da temperatura sobre a colonizacdo do campo® produtividade do
cogumelo. As temperaturas de 21 °C e 25 °C foralizagtas durante a
colonizacdo do composto e, apos a inducdo daifatiio, durante o ciclo de
cultivo. Para todas as linhagens testadas, a tamparde 25° C proporcionou
maior velocidade de colonizagdo do composto, faesrdo ciclos de cultivo
mais curtos. Ap@s a inducéo da frutificacdo a 18P@anutencdo do ambiente
de cultivo a 25 °C proporcionou maior produtividadeando comparada ao
cultivo a 21 °C. Observando a linhagem mais predufiABI-7), os trés
primeiros fluxos foram responsaveis por mais de 8@%roducéo total. Em um
cultivo comercial, no qual é necessario mantermels constantes de producao,
os ciclos de cultivo poderiam ser limitados a fhésos de producgéo, reduzindo
0S custos.

Palavras-chave champignoncrescimento micelial, fluxos de producao
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Agaricus bisporus cultivation in function of temperature

Abstract

The Agaricus bisporugs a button mushroom that requires low temperatore
induce fruiting. This requirement limits our culition in Brazil during the

coldest months of the year and requires the usemtfolled environment. This
study aimed to assess the productivity of differetnains depending on the
growth temperature after induction of fruiting\. bisporus strains were

evaluated for the effect of temperature on the mimbtion of compost and
mushroom productivity. Temperatures of 21 and 25%%€e used for the
substrate colonization and after induction of fngjtcrop cycle. All strains

tested, temperature 25°C gave a quickly coloninatitthe compound, favoring
shorter production cycles. After induction of fing at 18°C, maintaining the
culture environment at 25°C gave a higher prodiigtto contrast with culture

at 21°C. The most productive strain (ABI-7), thestfithree streams were
responsible for over 50% of total production. Forcash crop where it is
necessary to maintain constant volumes of productivop cycles could be
limited to three productions flows, reducing theduction flow.

Key-words: button mushroornmicelial growth, production flow
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INTRODUCAO

O A. hisporugLange) Imbach, também conhecido como “champignon”,
lidera o ranking mundial de producdo e de consuraocdgumelos, com
elevados indices de produtividade (Sanchez, 2@Egundo Choudhary (2011),
0 cultivo de A. bisporus contribui com 31,8% da producdo mundial de
cogumelos.

No Brasil, a producdo ainda necessita de mais [EEjpara se
expandir (Dias, 2010). O sucesso para a produgéessiéa aliar conhecimento
cientifico com a experiéncia pratica (Choudhary, 130

A capacidade do fungo de crescer e produzir cogasrein substratos
lignocelulésicos esta relacionada com o vigor doéiio e com a capacidade de
ativar mecanismos fisiol6gicos, os quais secretanm@s extracelulares (Mata
et al., 2001). Apébs a colonizacdo do substratingo precisa de um fator de
estresse para frutificar, como ocorre com os cotpsmge modo geral. Para o
“champignon”, um dos principais fatores para indugh frutificacdo é a
reducdo da temperatura, para imitar as condicbgai® uma vez que, na
natureza, em paises de clima temperado, a frificados cogumelos
normalmente ocorre quando se inicia a primaveras a longo periodo de
frio.

Foi estabelecida temperatura entre 17 °C e 19 ?€ @dnducdo da
frutificacdo do champignon (Dias et al., 2004),ualgg@ mantida durante todo o
ciclo de producdo. A manutencdo da temperaturax@abdé 20 °C nao é
necessaria para o0 desenvolvimento dos cogumelosetamio, permite
determinado controle sobre o desenvolvimento dgagra doencas. Nos paises
desenvolvidos, o ambiente de cultivo é possivel @mitilizacdo de uma
infraestrutura de custo bastante elevado. Nessisgspeo elevado custo de
producdo é compensado por uma producdo contindevada do cogumelo,

sendo, por isso, considerada uma atividade indlistri
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Entretanto, essas instalagbes sdo invidveis, pdhmente para as
condi¢Bes do pequeno produtor no Brasil. Estrutdeasultivo sdo, geralmente,
bastante rusticas, contando com condicfes amisentais favoraveis, tais
como elevada umidade relativa do ar e temperatamasnas nas regides de
cultivo. Implica dizer que o cultivo de champignom Brasil tem se limitado a
areas de clima ameno na regido sudeste (Sao Paelpjeferéncia, préximas a
areas de preservacao ambiental, com matas nativa$lorestadas.

Apesar de essas condi¢Bes favorecerem um baixo dagproducéo, o
produtor tem pouquissimo controle sobre o seu artwide cultivo. Como
exemplo, podem-se citar produtores que, duranterimgo de colonizagcdo do
composto, tém dificuldades de elevar a temperadunhiente para favorecer
uma colonizacdo mais rapida. Como consequéncigmpd de colonizag¢édo
demora muito mais do que seria necessario, cagusetm elevar a temperatura
do ambiente.

E importante que o pequeno produtor brasileirdzetium pouco de
tecnologia para a sua atividade, sem elevar som&imao seu custo de
producdo. Neste aspecto, o investimento numa Bsiftsteara simples que
permita o acumulo do calor (instalaces de isofatéemicos) e a reducdo da
temperatura, quando necessario, poderia permitirpaalutor um melhor
controle da sua atividade.

Neste contexto, 0 estudo das linhagen#deisporusmais adaptadas a
essas condi¢Bes, bem como a resposta das mesnmsagses de temperatura,
€ importante para dar ao pequeno produtor o sufEm®IOgico necessario para
melhorar a sua producéo. Este trabalho foi readizan o objetivo de avaliar a
influéncia da temperatura na velocidade de colgdiaalo substrato de cultivo e

na produtividade de diferentes linhagen®\dbisporus
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MATERIAL E METODOS

Linhagens, meio de cultivo e producdo do inoculante

Foram utilizadas cinco linhagens ée bisporus denominadas ABI-2,
ABI-3, ABI-5, ABI-6 e ABI-7, disponiveis na Micotacdo Laboratério de
Cogumelos Comestiveis da Universidade Federal dmkaAs linhagens foram
reativadas em meio agar arroz/extrato de levediid). Para o preparo do
meio, utilizou-se 1 kg de arroz sem casca, o quialdzido durante 15 minutos
em agua fervente. A seguir, 1 L do caldo foi wifin, ao qual adicionaram-se
15 g de agar e 15 g de extrato de levedura. O foeautoclavado a 121 °C/30
minutos. Apos o resfriamento, o meio foi vertido ptacas de Petri (10 mL
placa’). Em seguida, as linhagens foram inoculadas resagle incubadas, a
25+1 °C/14 dias, para a obtencdo do in6culo inickgdds o periodo de
incubacdo, o inéculo primario foi incubado em fassde vidro com capacidade
de 500 mL, contendo gréos de trigo adicionado ded8%arbonato de célcio e
incubado, a 25 +1 °C /30 dias, obtendo-spawn

Em teste preliminar, avaliou-se o crescimento ridtele A. bisporus
em meio de cultura, sob diferentes temperaturascddacao.

Substrato de cultivo e camada de cobertura

O composto foi preparado conforme procedimentosrGeadpara a
espécie e acondicionado em sacos de polipropileno gapacidade de 15 kg
(Tabela 1). Ap6s o acondicionamento, o compostoirfoculado na parte
superior e incubado em dois ambientes, as tempasatie 251 °C e 21+1 °C.
O crescimento micelial foi avaliado a cada 48 hoatés a colonizacdo completa

do substrato de cultivo.
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Tabela 1 Formulagdo do substrato de cultivé\deisporus
Table 1Formula of the button mushroom compost cultivation

Substrat Mass:i (kg)
Bagaco de cal 1.599,0!
Cama de franc 130,0(
Esterco de cava 139,0(
Palha de arrc 200,0(
Farelo de so 45,0(
Ureic 2,5(C
Cloreto depotassis 2,5(
Superfosfatsimple: 2,5C
Gesso agrico 32,0
TOTAL 2.152,5I

Na fase de inducdo da frutificacdo dos basidiosarfm utilizada uma
camada de cobertura contendo Gleissolo humico, skale vermelho
distroférrico e calcério calcitico (v:v), a qual &alicionada apds 14 dias, quando
0 micélio ja tinha colonizado totalmente o substi@ cultivo. Sete dias apos a
adicdo da camada de cobertura, os tratamentos fmreubados a 18+1 °C,
durante 10 semanas. Para o cultivo, foram anaksdep fluxos de producéo, os

quais se dividiram em dez semanas ininterruptas.

Eficiéncia bioldgica e produtividade
As avaliagbes da eficiéncia bioldgica e produtidielforam obtidas em

percentagem por meio das férmulas:

Eficiéncia biolégica = (massa dos cogumelos frestassa do composto
desidratado) x 100
Produtividade = (massa dos cogumelos frescos/massamposto imido) x 100
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Delineamento experimental
Utilizou-se o programa SISVAR, com delineamento dnocos

casualizados, em esquema fatorial 5 x 2, em qui@snentos corresponderam
as variacdes das cinco linhagens com as duas tetuger testadas, totalizando
dez tratamentos. Para cada tratamento, foramaatdiz seis repeticdes. Um total
de 60 sacos (15 kg) foi utilizado, representanddifesentes tratamentos. Os
dados foram submetidos a andlise de varidnciaméalsas foram comparadas

pelo teste de Scott-Knott (5%) (Andrade et al., @01

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi verificado, em teste preliminar, que o melhascimento micelial
em placas de Petri foi obtido em temperaturas supsra 23 °C (Tabela 2).
Esses resultados ja indicavam que, apesarAlebsporusrequerer temperatura
abaixo de 20 °C para a frutificacdo, o seu crestioneegetativo é favorecido

por temperaturas acima dos 20 °C.

Tabela 2 Crescimento micelial d&. bisporus em funcdo de diferentes
temperaturas em placas de Petri.
Table 2 Mycelial growth of A. bisporus in functiohdifferent temperatures in

Petri dishes
Temperatura®C) Crescimento micelial (mm/dia)
17 1,77 ¢
20 1,97 ¢
TA* (21,5) 2,23t
23 2,38 ¢
28 2,43 ¢
Médias seguidas de letras distintas na coluna is@entes entre si, pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05)

*TA: temperatura ambiente; **média de crescimeras linhagens testadas
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Posteriormente, foi avaliado o crescimento miceli® diferentes
linhagens do fungo no substrato de cultivo, em deemperaturas (21 e 25 °C).
Novamente, observou-se que o crescimento micelialufperior em temperatura
mais elevada (25 °C), para todas as linhagensdsesst®ara as linhagens de
crescimento mais lento, o0 aumento na velocidadegeseimento micelial variou
de 66,3% a 80%, enquanto, para a linhagem de weliocidade de colonizacéo
(ABI-7), o ganho na velocidade de crescimento n@tdbi de 62%. Esses
resultados mostram que, se o produtor utilizar linfeagem adequada e puder
controlar a temperatura do seu ambiente de cultivopmposto de cultivo do
cogumelo sera colonizado em periodo menor de temponitindo maior
namero de ciclos de cultivo ao longo do periodo2® °C, a colonizacao
completa do composto ocorreu em 13 dias, enquanf, °C, a colonizacéo
completou-se em 24 dias, ou seja, 11 dias a mais, g linhagem com maior
velocidade de colonizacdo (ABI-7). Alem da cologéado substrato de cultivo
mais acelerada, observou-se, ainda, uma maior @decte na colheita em
funcdo da colonizagdo mais rapida da camada detacbeara as linhagens que
foram submetidas a temperatura de 25 °C, na faseldeizacao do substrato, o
que demonstra a importancia do controle da temperata fase de crescimento
vegetativo do fungo, proporcionando o lancamentprdadrdios precocemente

e, assim, reduzindo o ciclo de produc¢édo (Tabela 3).
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Tabela 3 Velocidade de crescimento micelial em alae Petri (CM),
crescimento no substrato de cultivo (CSC), colafiisada camada
de cobertura (CCC), e precocidade (PRE), quandogorgeloA.
bisporusfoi cultivado em diferentes temperaturas

Table 3 Micelial growth speed in Petri dishes, Spaun compost, Spawn-run

casing layer and earliness of A. bisporus at défgrtemperatures

% *% *
Linhagens CM (cm) csc (cceo) PRE

21+1°C 25x1°C 21°C 25°C 21°C 25°C 21°C 25°C
ABI-2 0,400Cb 0,720Da 31Da 20Db 20Ca 18Cb 51D&8Db
ABI-3 0,415Cb 0,710Da 30Ca 19Cb 20Ca 18Cb 50Ca7Cb
ABI-5 0,445Cb 0,760Ca 30Ca 19Cb 20Ca 18Cb 50Ca7Cb
ABI-6 0,490Bt 0,815B:¢ 28Be 17Bk 18Be 17Bt 46Be 34Bt
ABI-7 0,950Ab 1540Aa 24Aa 13Ab 17Aa 16Ab 41 Aa29 Ab
Médias seguidas de letras maiUsculas distintacolasas sao diferentes entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05)
Médias seguidas de letras minusculas distintasintass, para cada pardmetro analisado
(CM, CSC, CCC e, PRE), sao diferentes entre si, {@site de Scott-Knott (p<0,05)
*tempo, em dias, desde a inoculacdo; **tempo, eas,dilesde a adicdo da camada de
cobertura

De acordo com Pardo-Gimenéz et al. (2010), haimslite que, para a
maioria das linhagens d& bisporus o melhor crescimento vegetativo ocorre
guando a temperatura do ar é mantida em torno ¢€ 28egundo 0s mesmos
autores, para a inducao da frutificacdo, a temperateve ser reduzida para 18
°C. Largeteau et al (2011) utilizaram isoladosagiwns dé\. bisporusos quais
tém potencial para a frutificacdo, mesmo a 25 9 permitiria manter as
camaras de cultivo com a temperatura estavel &£28frante todo o ciclo de
producdo, entretanto, esses isolados ndo saoddatwos quanto as linhagens
comerciais atualmente utilizadas. Para as condibéesileiras, talvez o ideal
fosse utilizar duas temperaturas, sendo uma pardugdo da frutificacdo (18
°C) e outra para o crescimento dos cogumelos, tummestante do ciclo de
cultivo (25 °C).
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As mesmas temperaturas utilizadas para avaliar lanizacdo do
composto pelas linhagens de bisporusforam também utilizadas para a
producdo dos cogumelos, apds induzir a frutificagd® °C. O composto que
foi mantido a 25 °C langou primordios com 29 dipésaa inoculacdo, enquanto
0 composto cultivado a 21 °C apresentou os primgronordios apés 41 dias
da inoculacgéo, considerando a linhagem com maiacidade de colonizagéo
(ABI-7). E possivel afirmar que os primérdios dogjemelos sdo mais tardios
guando o substrato € mantido a temperatura de ,212°@se de colonizacéo do
substrato de cultivo.

Da mesma forma observada para a velocidade de izatdio do
composto de cultivo, a temperatura de 25 °C tambéworeceu maior
produtividade e eficiéncia bioldgica, para todaslinBagens testadas, com
ganhos de produtividade que variaram de 7,7% a%1ABl-2 e ABI-6,
respectivamente) (Tabela 4). A linhagem ABI-7, gapresentou maior
velocidade de colonizacdo do composto, apreserambém os melhores
resultados de produtividade e EB, nas duas tempasatestadas, com 14,7% e
17,8%, respectivamente. Para esta linhagem, o gdehprodutividade, na
temperatura de 25 °C, foi de 20,7%.
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Tabela 4 Valores de produtividade e eficiénciadgaa de diferentes linhagens
deA. bisporusncubado em diferentes temperaturas

Table 4 Productivity values and biological efficdgrof some A. bisporus strains
incubated at different temperatures

. Produtividad Eficiénciabioldgice
Linhagens—a -7 oc) (25+1 °C) (211 °C) (25+1 °C)
ABI-2 7.80 CI 8,40 C 24.68 Cl 26,58 C:
ABI-3 5,55 Dt 7,08 Ds 17,55 DI 22,42 Di
ABI-5 8,15 Bt 10,78 B: 25,78 Bt 34,11 B
ABI-6 1,83 Et 2,77 Ei 5,80 El 8,76 E:
ABI-7 14,74 At 17,80 A 46,65 At 56,32 A¢

Médias seguidas de letras mailsculas distintacolasas sdo diferentes entre si, pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05)

Médias seguidas de letras mindsculas distintasinfess, para cada parametro analisado
(produtividade e eficiéncia biolégica), sdo diféesnentre si, pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05)

A linhagem ABI-6 apresentou o0 segundo melhor desaimp na
colonizacdo do composto de cultivo, entretantacaividade alcangada foi a
menor dentre todas as linhagens, tanto a 21 °C eoB®°C. Esses resultados
permitem inferir que nem sempre uma linhagem aiy@s®® coloniza¢do do
composto de cultivo apresentara também o melhorentigsnho na
produtividade. Coincidentemente, a linhagem com ehor desempenho de
colonizacdo apresentou também a melhor produtieiddidhagem ABI-7).
Entretanto, os resultados demonstraram que namimélacdo direta entre os
dois parametros avaliados.

Apesar dos melhores resultados obtidos com a tatopa de 25 °C,
isso ndo significa que temperaturas mais elevagjfasnstambém favoraveis a
producdo de cogumelos. Esta inferéncia poderiafesta, uma vez que o
aumento da temperatura proporciona aumento dalatigi enzimatica, a qual,
por sua vez, auxilia na degradacdo dos compostesemtes no substrato.

Temperaturas muito extremas podem comprometer endelvimento do
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micélio por meio da inativacdo de enzimas e airatlem provocar deformacdes
no cogumelo (Mata et al., 2001).

Considerando que os melhores resultados foramdazbticom a
temperatura de 25 °C, esses dados foram utilizpaies se fazer o célculo de
producéo por fluxo durante o ciclo de cultivo. Foranalisados 10 fluxos de
producdo para todas as linhagens, as quais atimgirais de 50% de producgé&o
ainda no terceiro fluxo (Figura 1). Em cultivos @anada e na Europa, com trés
fluxos de producéo, os dois primeiros fluxos dedpgéio foram responséveis
por cerca de 70% a 80% do total de cogumelos amhi€ondicdes mais
rdsticas utilizadas no Brasil ainda ndo permitenotosi de cultivo tdo curtos.
Provavelmente, a utilizacdo de turfa de alta qadkde o controle rigoroso do
ambiente de cultivo favorecem uma resposta tddaagn cogumelo, permitindo

o cultivo em escala industrial.

2,500
[3 AB12

N ARI3
M ARIS
2,000 - W ABI6
[ ABI-7

1,500 -

1,000 -

S | éELI | ‘_
7 8 9

1 2 3 4 5 6 10

Volume de cogumelos colhidos (kg).

0,500 | M

0,000

Gréfico 1 Producéo das linhagensAdéisporusos diferentes fluxos
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A linhagem ABI-7 alcancou 61,49% da producéo totas trés fluxos
iniciais. Esta linhagem, portanto, além dos mekhoesultados de colonizagéo e
produtividade, apresenta também maior potencia ptlizacdo em ciclos mais
curtos de producao, 0s quais sdo muito importgaesmanter o escalonamento
da producédo para manter a demanda do mercado eneaemir a incidéncia de
pragas e doencas (Pefiaranda et al., 2009). Aagfilizde ciclos com trés fluxos
de producdo podera ser muito importante, ndo apsrasmanter as metas de
produgdo, como também para permitir a reducédo elingnagdo do uso de
pesticidas, os quais sdo comuns nos cultivos longmso os observados no
Brasil. Por isso, a linhagem ABI-7 sera utilizada estudos futuros, visando o
desenvolvimento de novas técnicas de manejo qumitpern picos maiores de
producdo nos trés primeiros fluxos. Estudos futudegerdo ser conduzidos,
com o objetivo de se alcangar os niveis de proddedejados nos trés fluxos

iniciais.

CONCLUSOES
A temperatura de 25 °C proporcionou maior velo@dael colonizacdo e
maior produtividade do cogumedo bisporus.
Dentre as linhagens testadas, a ABI-7 é a maisupwag sendo,

portanto, selecionada para os experimentos futuros.
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ARTIGO 2

The use of microbial additives during composting imroves productivity of

Sun Mushroom (A. subrufescens Peck)
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Abstract

The aim of this research was to evaluate the ait of different microbial
additives during composting, on some parameterghef production ofA.
subrufescengCompost was prepared over two weeks with ammassrélating
bacterial and a thermophillic fungus as microbiidafyadditives. In this work
were used microbial additiveB.(megaterium, B. cere@ndS. termophyllum
isolated directly from a composting process, whigre also introduced during
composting of two weeks to promote greater seliggtiof the substrate
cultivation and provide increased productivity ofishrooms. The data showed
that the microbial additives used in compostingeasignificantly higher with
respect to productivity, when compared to treatsiemithout additives. The
species used can be used as microbial additivkssobrufescensultivation.

Keywords: Agaricus subrufescens microbial additives; productivity;
composting; Mushroom Sun.
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1. Introduction

The conventional composting process far subrufescensnushroom
cultivation is derived from the process used fottication of A. bisporus
according to the method developed by Sinden and&ta1950). This method
constitutes two stages, the first calleditdoor, in which the raw materials are
pre-moistened and mounted in piles or stacks,at@turned over a few times,
for approximately two weeks. In the second stagegdor”, the composting
material passes through pasteurization for appratdly 6 hours at around
60°C. Soon afterwards, the compost remains undeedoventilation, reaching
45°C. That process is called physical-chemicaldgicll conditioning, and
occurs for 14 days on average (Straatsma et &1Q; Zra, 2003; Oei, 2003). In
Phase Il of the composting (pasteurization and itionéhg) the elimination of
ammonia occurs, promoting higher substrate selgctivrough the elimination
of microorganisms that could compete wibaricus besides eliminating pests
and diseases (Eira 2003; Oei, 2003; Chang and Milg34; Salar and Aneja,
2007).

In spite of using the same strategy for the composduction, it deals
with two different speciesA( subrufescenandA. bisporu, which obviously
present different requirements regarding the compaslity, covering layer,
temperature, etc (Dias, 2010).

Siqueira et al. (2011), reported that the nitrogencentration at the
beginning of the composting can also influence gheductivity, because the
high initial ammonia concentration, at the end bas$t |, is favorable for the
thermophilic microorganism nutrition, which aid the degradation of the
substrate. But, on the other hand, at the end a$€H, it is desirable that the of
ammonia content is reduced, because the ammoniaxis to the micelial

growth of mushrooms of th&garicusgenus. In this context, the evidence points
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to different behaviors between the two speciesherinitial C/N ratio (Matute et
al., 2011; Dias, 2010).

In the composting process, the microbial actititgt occurs during
pasteurization is capable of producing heat, wiidssential to eliminate pests,
pathogens and competitor microorganisms. Soonvadtels, in the compost
conditioning phase, thermophilic microorganismsveshthe free ammonia into
microbial protein. In this manner, the performan€¢éhose microorganisms play
a crucial role in the preparation of the composikimg it more appropriate for
the micelial growth, in function of a better balanof nutrient availability
(Chang and Miles, 2004; Bechara, 2007).

Silva et al. (2009) observed a higher thermoptiilitgus density at the
end of the composting process, even after the y@zation, evidencing their
thermo-resistant potential. Such fungi colonize sbstrate and degrade the
lignocellulose, reducing the amount of fiber andnsequently, increasing the
bioavailability of the substrate for the productimfithe mushroom.

Among the different species of thermophilic funfgiund in the
cultivation compost of theA. bisporus mushroom, the fungu&cytalidium
thermophilumis reported as being the dominant species duriras® Il of the
composting (Straatsma et al., 1994), althoughatltars occur in the population
dynamics during the process (Vajna et al., 2010).

Besides the thermophilic fungi, prokaryotes arespnt and probably
play an important role during composting. The atecteria stand out for
producing a white-grayish mass throughout the can@i the end of Phase I,
evidencing its colonization on the compost. Howetlee thermophilic bacteria
are also present in the process in high numbelga(&i al., 2009). In agreement
with Ahlawat and Vijay (2010)Staphylococcusind Bacillus species can be
used as microbial inoculants in the composting gseseeking the cultivation of

A. bisporus.According to the authors, the use of those bactarthe compost
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production provided an earlier harvest and a privdticincrease. According to
the same authors, the extracellular enzymes pradagéhe bacteria can convert
agroindustrial residues into a compost more selecind appropriate for the
mushroom development.

Phase Il of the composting requests a tunnel iiciwthe temperature is
properly controlled for the pasteurization and dboding stages of the
compost. Considering the investment and cost of phecess, the small
producers pay a high price to purchase the congubthis makes the activity
practically unviable for small producers in couedrisuch as Brazil. An
alternative could be the production of the comfysthe small producers, using
a simpler, less expensive process which is the tmgposting, followed by
steam pasteurization. However, that strategy hgseat disadvantage of low
compost quality obtained without Phase II.

Based on the above, the objectives of this workewie evaluate the
productivity and biological efficiency (BE) in fution of the use of microbial
additives during composting seeking the cultivatiminthe A. subrufescens

mushroomusing the composting system and steam pasteunizatio

2. Materials and Methods
In this work, the species of microorganisms isdatirectly from theA.
subrufescensultivation compost during Phase |l of the comjmastvere used

as microbial additives.

2.1. Isolates, culture media and microbial addisive

The CS10 A. subrufescens strain was used, belonging to the
mycological collection of the Laboratério de Coglose Comestiveis da
Universidade Federal de Lavras. The strain wadtivedéed and maintained in

WA medium (Wheat Agar) until the production of thgawn For the medium
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preparation, 1 Kg of wheat grain was used, whick w@oked in boiling water
for 15 minutes. Subsequently, 1 L of the broth wsed, to which 15 g of Agar
and 15 g of Yeast Extract were added. The mediumamtoclaved at 121°C/30
minutes. After cooling, the medium was poured ipétri dishes (20 mL platy.
Soon afterwards, the strains were inoculated omlates and incubated at the
25°C +1/10 days to obtain the initial inoculatetekfthe incubation period, the
primary inoculate was incubated in 500 mL glasskifacontaining wheat grains
and 2% added calcium carbonate and 1% gypsum aimdaingd at 25°C +1 /30
days, obtaining thepawn

The microbial additives were divided in two groupsdditive 1 -
Scytalidium thermophillum (isolate CBS 619.91, originating from the
Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofién€ias e Letras de Ribeirdo
Preto — USP, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil), &utlitive 2 —Bacillus
megaterium(isolate 84i4 A3.5)Bacillus cereudisolate 83i4 A4.4), from the
Laboratério de Cogumelos Comestiveis, Departameni® Biologia,
Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas GeBaazil)

For the cultivation of theéscytalidium thermophillumOat meal Agar
was used, enriched with Sorbose at 40° C for 7.dsfyar the incubation period,
the spores were resuspended in saline solutiofo0a®d counted with the aid
of a Neubauer camera. For the cultivation of thetdrén, the isolates were
reactivated in pH 7.5 nutrient broth, (0.2%,NRQ;,; 0.3%NaCl; 0.3% Meat
Extract; 0.5% Peptone) and later cultivated indlme medium at 45° C/2 days.

2.1.2. Composting

The compost was prepared according to the methgdalescribed by
Siqueira et al. (2009) with modifications, using mgredients: sugarcane
bagasse (45 kg), Coastcross grass (45 kg), wheat $10 kg), lime (2 kg),
gypsum (2 kg) and ammonium sulfate (1 kg). Thettneats were divided into
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five groups: Treatment 1 - without microorganisndiidn (control); Treatment
2 — B. megateriumTreatment 3 -B. cereus Treatment 4 -S. termophyllum
Treatment 5 -B. megateriumB. cereusand S. termophyllumThe additives
were used at a concentration of GFU g* of moist compost for each microbial
species. The cultures were initially diluted in10f water and soon afterwards
were added to the compost on the 8th day of thepostimg process.

At the end of the composting, the substrate wasepaized at 60° C/12
hours of continuous steam. After cooling to roomperature, the compost was
inoculated (10 g spawn K} conditioned in polypropylene bags (2 kg/bag) and
incubated at 25°t3°C until the complete colonizatidhe addition of the
covering layer followed the same procedures desdrly Siqueira et al. (2009)
with modifications.

The first harvest took place 29 days after theiatidn of fructification
and the total duration of the cultivation cycle wik/ days, 4 harvest cycles
taking place. On the day of maxim production, ia flist flow, samples were
collected for determination of the of protein cartef the mushrooms for each
treatment. The protein content was calculated ftbentotal concentration of
nitrogen, using a conversion factor of 4.38. Fog talculation of the total
nitrogen content the Kjeldahl method was used @adal., 2004; MAPA,
1994).

The production cycle, from the inoculation to #vel of the harvest, was
conducted under the temperature, relative humidityd carbon dioxide
concentration conditions recommended for the setespecies, maintaining the
temperature at 25°C+3 and the relative humidit§CG+4. The carbon dioxide
concentration was reduced from 5000 ppm during dbpost colonization
phase to 700 ppm for induction of the fructificatiomaintaining these

conditions until the end of the cycle.
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2.1.3. Productivity and biological efficiency

The productivity was calculated through the foraaujweight of fresh
mushrooms/weight of moist compost) x 100, while hi@ogical efficiency was
calculated through the formula: (weight of freshsimooms / weight of dry
compost) x 100, both expressed in percentage.

2.1.4. Harvest and production analysis
The mushrooms were picked daily according to tbpifmum state of
commercial development, when the veil was stretcbetl before the lamellae

were exposed.

2.3. Experimental design

A completely randomized design - CRD was used,wimch the
treatments corresponded to the variations of therahial additives with the
strain CS10, (Table 3). For each treatment 10 itepet were used. Thus, a total
of 50 bags (2 Kg) were used, which represented &aatment.

The statistical program SISVAR®UFLA (Ferreira, B)Qvas used, to
which the data were submitted for variance analgsid the averages were
compared by the Scott-Knott (5%) test (Andradd.e210).

3. Results and Discussion

It was observed that the choice of the additivel dne inoculate
concentration can interfere in the preparation abthining of an appropriate
substrate for the development of the mushroom. Bibkgical efficiency as
well as the productivity of.. subrufescensiere appraised in different treatments

using microbial additives inoculated to the compagsprocess (Table 2).



Table 2 Quantitative and qualitative data for difgA. subrufescengCS10) cultivation treatments
Qualitative data

Quantitative data

Treatments* : .
mul—r?ﬁg:)ms W(ilg)ht Unit weight** BE (%) Pl’Od(l(;l/((]:)tIVIty Dry Matter (%) Protein (%)
1 8d 0.135e 16.88c 25.78e 8.25e 87.33e 22.53e
2 lic 0.205d 18.63b 32.03d 10.25d 88.05d 23.38d
3 14k 0.290t 20.71¢ 45.31t 14.50t 89.29t 27.22t
4 13t 0.240« 18.46t 37.501 12.00¢ 88.80« 25.801
5 20a 0.375a 18.75b 58.59a 18.75a 89.78a 29.64a
Mear 13.2 0.24¢ 18.6¢ 39.8¢ 12.7¢ 88.6¢ 25.71

C.V. 28.19%
Means with the same letters in the same columnaddiffer statistically by the Scott-Knott test (586 probability). *1- Without

microorganism addition; 2B. megaterium 3- B. cereus 4- S. termophyllumB. megaterium B.cereusand S. termophyllum
**Average weight of mushrooms harvested from eaehtment (g).

89
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The biological efficiency varied from 25.78 to 58% while the
productivity reached values between 8.25 and 18.7G&tauto et al. (2010),
affirm that environmental characteristics, suchhastype of covering layer, can
influence the production of varieties & subrufescenssuggesting suitable
conditions depend on the variety used in the atitim cycle.

The biological efficiency ofA. subrufescensan vary from 33.8% to
58.7%, depending on the cultivation conditions, wiige compost is prepared
according to the phases of the Conventional Systamd 1l (Eira, 2003). The
data obtained in this work demonstrated compabimogical efficiency values
in relation to the author's results, suggesting tha quality of the compost is
directly related to its composition and microbiahemunity succession during
the composting (Peters et al., 2000).

With regard to the analyses of the quantitativeapeeters, different
values were observed for total mushrooms produnedlliof the treatments,
with the highest value being found in Treatmenh8 Bwest value in Treatment
1, although Treatments 3 and 4 did not presentfgigntly different data. All of
the treatments presented statistically differerffetinces for the analyzed
parameters: Weight, Biological Efficiency and Praiikity, with highest values
for Treatment 5 and lowest observed in Treatmenthe unit weight of the
picked mushrooms presented an average of 18.68:gtriients 2, 4 and 5 being
statistically equal. The lowest value was obseruedTreatment 1, while
Treatment 5 presented the highest result (Table 2).

Significant differences were also observed amohg different
treatments regarding the dry matter and proteiniecinThe highest dry matter
content was obtained in Treatment 1 (12.67%). kmiportant that the edible
mushrooms present high dry matter content, becalisehigher the dry matter
content, the lower the water content, and consetyuve nutrient values, such

as vitamins, minerals, carbohydrates, fibers, dats amino acids will be higher
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(Chang and Miles, 2004). By other hand, the lowssitent dry matter was
observed in the treatment 5 (10.22%) but in tldatment we can observe higher
protein content (29.64%). Considering the testedlitmns, we can suggest that
the studied microbial additives influence in theamtitative and qualitative
parameters.

It is possible to observe statistical differentethe Treatments 2 and 3,
for all of the analyzed parameters, although thditaets belong to the same
genus Bacillug), thus demonstrating the particularity and speitifithat the
microorganisms can carry out in the composting gsecof edible mushroom
cultivation substrate. This statement is even nmear when we compared
Treatments 2, 3 and 5 that present specieBagfllus as microbial additives,
because they present different behavior when thayt@gether with other
microorganisms when compared to their isolated/idgtiThis means that higher
microbial activity during composting provided a toedtion substrate more
favorable to the development of the basidiocarpsaining higher quantitative
and qualitative data values in relation to thettreats with only one microbial
additive.

Treatment 5, characterized by the addition of nfieroorganismsB.
megaterium B. cereusand S. termophyllumto the composting process,
presented the highest total amount of harvestedhrooms, total weight,
biological efficiency, productivity and dry mattemd protein content when
compared to the other treatments. In contrast,tifrerst 1, characterized by the
absence of microbial additives, presented the lbae®unt and total weight of
the harvested mushrooms, as well as the lowesidiaal efficiency, dry matter,
protein and, above all productivity values. The asenicrobial additives in the
composting process contributed to the observatfosuperior quantitative and
qualitative data values studied in the work, whempared with the values

obtained in the treatment that did not present abiat additives. As such, this
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suggests that a higher microbial activity, espéciabf thermophilic
microorganisms in the cultivation substrate, camdreficial to the productivity
of A. subrufescens

Microbial additives, besides the microbial activiexistent in the
substrate, can provide higher selectivity for th@shroom growth in the
cultivation substrate. That information can be prowith the results obtained in
this work, because, in the treatment without miogaaism addition (Treatment
1) biological efficiency and productivity of 25.#hd 8.25%, respectively, was
obtained. While in Treatment 5, with fungal andtbsal additives, besides the
native microflora, we obtained much superior bigtag efficiency (58.59%)
and productivity (18.75%) values.

According to Coello-Castillo et al. (2009), theegpence of the
thermophilic fungusS. termophyllumaids in the colonization of species of the
genusAgaricusbecause it helps to produce a selective substiateever, the
productivity decreased when the thermophilic fungoi®nizes the substrate for
more than 3 days. That assertion still remainsamtlexplanation, but it can be
in function of competitor microorganism growth thiahibit the mushroom
growth. More detailed studies are necessary tcagxplhat the role of microbial
additives is, in the selectivity of the cultivatisubstrate and production Af
subrufescens.

The obtained results demonstrated that the natiierobiota of the
substrate, as well as microbial additives, can ptemhigher biological
efficiency and productivity when compared with duéte that present low
microbial activity, because the microbial activitgntributed to the degradation
of the substrate and metabolite formation thatdtite A. subrufescengrowth.

The productivity data obtained in the treatmerith wicrobial additives
presented values between 10.25% and 18.75%. Wisleroductivity reached
in the treatments without additives was 8.52%. Siiguet al., (2011), found
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productivity values forA. subrufescensommercial strains between 10.36 and
13.28% in function of the initial content of Nitreg in the composZied et al.,
(2010), obtained an average of 15.5% researchiffgreit covering layers,
while Colauto et al., (2010), in their investigaiowith alternatives to peat
covering layers, found average productivity valudés11.8%. As such, the
viability of microbial additive use to stimulate goiuctivity increases of.
subrufescenss provenbecaues thdata obtained in the research were superior
to the results confirmed in previously conductepeziments.

The use of different species as microbial additiveluring the
composting for two weeks, provided a more selectiviestrate and with better
results in all of the treatments that used additivhen compared with the
substrate without microbial additives. By other dhathe use of microbial
additives presents standardization difficulties;auese, up to now researchers do
not know the role of the microbiologic activity thfe introduced organisms.

Reddy and Patrick (1990) reported studies (Sindtayser, 1950) in
which they demonstrated that some of the bacteatwere associated with the
composting and the covering layer materials hadhifiggnt effects on the
growth and fructification of the mushroom.

Gill et al., (2005) developed a new automatedesysof A. bisporus
production in three phases, conducted inside obrdamer.The total growth
cycle was reduced to 69 days in relation to the d®& under the conventional
system. According to the same authors, among ddogors, these results were
only possible because a mixture of bacteria @nthermophilumwere added
however, the names of the bacteria were not regeale

Data from previous research has demonstratedhaanoculation ofS.
thermophilum during Phase |l of the composting can provide highe
productivity, withA. bisporusyields of up to three times higher in relatiorthie

control (Vijay et al., 1999; Straatsma et al., 1994formation available in the
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literature confirms results of research with isolatof microorganisms during
the composting, colonization, covering layer andsidiacarp fructification
stages, especially in cultivation @&. bisporus however, few reports are
observed on the use of microbial additives durhmg ¢omposting, and in some
cases the species used as additives are not mesht{@ill et al., 2005; Oei,
2003).

In the present work, the data obtained suggestctréain species act in
a quite specific way. Therefore, it is fundamemtaknow the species that occur
naturally in the compost, which can be used asohiat additives in compost
used for commercial cultivation of edible mushropmaspecially A.
subrufescens.
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4. Conclusions

Different species can be used as microbial adsitifor the conditions
tested in the cultivation ofA. subrufescensamong themB. megateriumB.
cereusand,S. termophyllumbecause they provide higher yields when compared
to the treatments without additives.

Higher values of the quantitative and qualitatdleta were observed
when a microbial additive with more diversity ofardorganisms was used in
the compost, demonstrating an increase of the mimroactivity in the
cultivation substrate and its influence on the mosin productivity.

Detailed studies are fundamental to identify therabiota active in the
compost and its role in the selectivity of the imaltion substrate to stimulate

subrufescengrowth.
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ARTIGO 3

Application of Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) to the

cultivation line of mushroom and other cultivated @lible fungi
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Abstract

The Hazard Analysis and Critical Control Points E2P) is a preventive
system which seeks to ensure food safety and s$gcutiallows product
protection and correction of errors, improves tlosts derived from quality
defects and reduces the final overcontrol. In gaiper, the system is applied to
the line of cultivation of mushrooms and other &alitultivated fungi. From all
stages of the process, only the reception of cogematerials (stage 1) and
compost (stage 3), the pre-fruiting and inductiste§ 6) and the harvest (stage
7) have been considered as Critical Control POBEF). The main hazards
found were the presence of unauthorized phytosgngeoducts or above the
permitted dose (stages 6 and 7), and the presdnaimgenic bacteria (stages
1 and 3) and/or heavy metals (stage 3). The impitatien of this knowledge
will allow the self-control of their productions $&d on the system HACCP to
any plant dedicated to mushroom or other ediblgifaaltivation.

Keywords: cultivated mushroom, hygiene, quality, secussif-control
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Introduction

The Hazard Analysis and Critical Control Points E2P) is a
preventive system which seeks to ensure the sgcaritl safety of food,
identifies specific hazards associated with foodlianks and establish control
systems that focus on prevention and not on tla firoduct analysis [1-3]. It is
a dynamic system that can cope with new dangessgrfrom the appearance
of emerging pathogens and food poisoning, due t@ngks in habits and
consumption patterns [4].

Apart of improving food safety, the applicationtbe HACCP system
can provide other significant benefits such as #ase of inspection by
regulatory authorities, the reduction of final puotilosses (reducing the causes
of product alteration) and the promotion of int¢imaal trade by increasing the
confidence in food safety. All of sanitary supramaal institutions consider this
system in their programs, recommending its use,amby for industry, but
throughout the food chain, from the primary produoghe final consumer.

In 2003, the cultivation of mushrooms in the maurdpean producing
countries (Netherlands, France and Spain) begaasticddecline in production.
The main reason of this decline in production efierce competition with third
countries, especially China, with lower costs pdidun due to the lower cost of
manpower and less sanitary control from the loc#harities. In this sense, the
implementation of HACCP in the different productiand processing lines of
mushroom and other cultivated edible fungi aimsigmificantly improve the
product quality [5], to increase the consumer fation and safety, and to
improve the image and competitiveness of mushrqmoducing companies.

The main objective of this work is the implemerdatiof HACCP
system in the cultivation line of mushroom and otheltivated edible fungi.
This will allow the growing companies to design asstablish a self-control

system to ensure the quality of their productidnsaddition it will facilitate the
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official control tasks, providing a much more coetpl and objective vision of

the processes in the cultivation line of mushrooms.

Material and Methods

In order to establish the HACCP system in the ealion lines of
mushroom and other edible fungi, different cultieatplants located in the area
of Manchuela (Castilla-La Mancha, Spain) were ghitThis region produces 45
% of mushroom total production in Spain. The fisdep consisted in the
collection of information related to the processl dine physical, chemical and
biological properties of the raw materials usedeymusly inoculated compost
and substrate coverage).

An important step in the methodology to establishHHACCP system is
the development of a flow chart of the entire piahin process (Fig. 1). Once
defined, reviewed and verified this diagram, asievri of the process is done in
order to determine potential physical, chemicabiotogical hazards that could
be detrimental to food safety [6,7].

A set of preventive measures are defined to beéeappi order to reduce
or nullify the hazards identified in the previougs After that, the critical
control points (CCP) are determined using a tregequence of decisions [8,9],
which indicates a logic reasoning approach, as mewended by various
international organizations [10,11].

Critical limits are defined for each stage consideas CCP. Above or
below these limits, the process is considered wmable in order to ensure
food safety. A monitoring system is establishediider to enable to detect the
potential alterations and to measure or schedukerghtions of the CCP
according to its critical limits.

Subsequently, the corrective measures specific goh eCCP are

formulated to deal with deviations when they occur.
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Finally, a system of documentation and recordingestablished to
document all procedures of the HACCP system andredbrds that were

necessary to carry out the correct implementatidheHACCP system.

Results and Discussion

Table 1 summarizes the main hazards that may balftar each stage
of the mushroom cultivation process. The type dofalnd (physical, chemical or
biological) is indicated, as well as the preventmeasures to be considered to
minimize or eliminate the hazard. The stages thatcnsidered CCP after
applying the decision tree are also indicated, withir critical limits, the
monitoring necessary to demonstrate that the CQ@mRdgr control, the specific
corrective actions, and the documentary eviderncbs recorded [12].

Only stages 1 (receipt of casing materials), Brteipt of compost), 6
(pre fruiting-induction), and 7 (harvest) can besidered as CCP in the process.
In the rest of stages, the correct applicationhef prerequisites of the HACCP
system [13] (water control plan, cleaning and desition plan, training plan and
control of manipulators, maintenance plan, insewti #aodent control plan,
suppliers control plan, traceability control plaand waste control plan) will
prevent or minimize the potential hazards to aadptlevels. The hazards,
preventive measures, critical limits, monitoringrrective measures and the

records associated to each stage considered asi€@escribed below.

Stage 1 — Reception of casing materials

The casing layer provides an optimal medium for osm fruiting due
to its characteristics of porosity, water retentiphl, etc [14]. Currently, in the
region of Manchuela the casing layers are basati@nse of mineral soil from

different origins (topsoil, subsoil, etc.), withettaddition of other materials to
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correct the structure and water retention suchpaggnum peat that must be
imported, or black peat from national origin [15].

The casing materials are subjected to controleénréception to ensure
that they arrive in perfect conditions and withosigns of microbial
contamination or alteration, as their charactesstiave a determining influence
on productivity and quality of the final product.réom intended specifically for
this purpose is available at the mushroom indusstrignere appropriate hygienic
conditions are kept to prevent microbial contamarabr alteration.

Hazards- The main hazard of this stage is the presengeatifogenic
microorganisms in the casing material [16]. Theser@organisms may remain
in the ground along the whole crop cycle, contatirigathe mushroom before
harvesting and therefore, they can be ingestedhbycbnsumer. The other
hazards of this stage will be eliminated or minieizo acceptable levels after
the proper application of the plans included in pherequisites of the HACCP
system.

Preventive measures The analysis of the casing material at the
reception will be essential. The reception mustibee at a location with good
sanitary conditions. With this purpose, an adequ#taning and disinfection
program must be applied.

Critical limit — The critical limit will be established according the
type of pathogenic microorganism present in thingasaterial.

Monitoring — The casing material will be analyzed from the
microbiological point of view before the beginniafithe cultivation cycle.

Corrective measures When high levels of pathogenic microorganisms
are detected, the casing material should be diedaathd substituted by other

with higher microbiological quality.
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Records- The analysis done to the casing material wiltdggstered. In
addition, the incidences occurred during this staige the corrective measures

applied will be annotated.

Stage 3 — Fill-receipt of compost

At this stage, the previously inoculated compogjsbare placed on the
shelves of the cultivation plant, separated byidors of sufficient width to
allow the realization of the cultivation works. &ddition, the cultivation plants
must have a series of mandatory aspects: they Imeuisblated from the outside
environment; with a paved floor, polished and wslbpe to drain the wash
water; with heating and ventilation systems, etthe® recommended aspects
include the automatic climate control.

Hazards— In a similar way as mentioned with casing matsrithe main
hazard of this stage consists in the use of congmgaminated with pathogenic
microorganisms [17]. The contamination may origgndtom the inadequate
production processes of compost or it may be prediuic the cultivation plant
when the compost arrives or by direct contact wlith compost that is being
removed from a nearby plant. In addition, the coshpan be contaminated due
to the movement of personnel without the properidnig conditions in hands,
clothes or footwear, or due to the opening of thkiwation plant for too long
periods. The correct application of the preregessiprevents contamination of
compost in the cultivation plant or through thessemel, but will not prevent
the previous contamination of the compost, befartering into the cultivation
plant. A chemical hazard to consider consists effbssible presence of high
levels of heavy metals (cadmium, lead, copper) @iche compost. The heavy
metals may be present in some of the ingrediergd ts prepare the compost,

like straw, manure, etc.
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Preventive measuresThe compost must be analyzed in the reception to
detect the presence of pathogens and heavy métal®ensure the optimal
hygienic conditions at the beginning of the cultien, the plant must be
subjected to a complete sweeping, washing andfegtion prior to the filling.
In addition, the strict hygienic conditions must tmaintained throughout the
cultivation cycle. The filling of the shelves mus done with care and in the
shortest time possible, ensuring that the compags ldo not suffer breakage. It
must be avoided to fill the cultivation plant cditiog with the emptying of a
crop done to less than 150 meters away. This way,contamination of the
newly inoculated compost with the removed one isvented. The
contamination levels will decrease significantlyemhthe personnel that is in
direct contact with the material in process is @wned about keeping their
conditions of cleanliness. The use of clean clotaerd footwear will be a
preventive measure. The installation of insectsrajll prevent the occurrence
of pests and will help in their detection. The ad®g control of air and compost
temperature, humidity and G@ essential immediately after the filling of the
cultivation plant.

Critical limit — The critical limit will be established accordimg the
type of pathogenic microorganism and the heavy Inpeesent in the compost.
The recording of the operations of filing and ewipg will establish the
synchronization of these operations to avoid trerlap in nearby plants.

Monitoring — The compost will be analyzed from the microbjidal
and chemical points of view before the beginninghef cultivation cycle. On the
other hand, the filling and emptying of nearby péanill be considered to avoid
the overlap of these operations.

Corrective measures When high levels of pathogenic microorganisms
or heavy metals are detected, the compost willibeadded and substituted by

other with higher microbiological and chemical diyalThe traceability of the
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substrates quality from the supplier companies ashmost and their internal
controls can be useful tools to consider. When \arlap of the operations of
filling and emptying in nearby plants are products filling will be stopped,
and it will be done when the emptying of the otplant is completely finished.
Records— The analysis provided by the compost suppliersthe
analysis done to the compost will be registerede Hates of filling and
emptying of the cultivation plants will also be oeded. In addition, the
incidences occurred during this stage and the ciiveemeasures applied will be

annotated.

Stage 6 — Pre fruiting-Induction

At this stage, the mycelium continues the casiggri@olonization. The
initiation and development of carpophores take gkaicthe end. The vegetative
growth conditions are maintained for about 8 daygh limited ventilation.
After that, a sudden decrease in the temperaturel2€0°C is done,
accompanied by strong aeration (£©0.08%). The relative humidity is also
reduced, remaining at 85-90 %. It is recommended toowater when the
primordia size is lower than a pea. The presenceceafain bacteria
(Pseudomonas putigdaamong others) in the casing layer can help tceldgv
fruiting [18]. The vegetative growth is favored bByhigh C/N ratio while the
fruiting needs a lower ratio. At this stage, praientreatments with fungicides
and insecticides are usually carried out to prefiamjal and insect proliferation.

Hazards— The main hazards in this stage may result froffierdnt
sources, in particular the hygienic and sanitamyd@tions of the casing layer
applied in the previous stage. The use of unauwbdrifungicides and
insecticides, or in higher doses than recommendedyithout respecting the
security period will become the main hazards as #tage. The inadequate

quality of irrigation water can also represent adnd for the cultivation.
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Preventive measures The application of authorized phytosanitary
treatments is the main preventive measure. The widsly used fungicide after
application of the casing layer in the case of moim cultivation is the
Procloraz (45 % SC and 46 % WP), while the mostrnominsecticide is the
Diflubenzuron (25 % WP). In addition, the analysighe irrigation water must
be done to ensure the adequate quality.

Critical limit — The critical limit is defined by the use of amtfilzed
phytosanitary products, applied in the correct dasel respecting the security
periods established for the use. This informatiamstrappear in detail on the
labels of these products and must be taken intoustgreviously to their use.

Monitoring — The use of authorized phytosanitary products, dbses
applied and the fulfillment of the security periogistablished for their use will
be monitored. Tracking plans in the collected mashrs will be done to verify
the possible presence and levels of phytosanitagygets residues.

Corrective measures- When the application of fungicides and
insecticides are not effective, the treatment saleedill be corrected. If the
problem persists, the product will be replaced kgmailar and authorized one.
When the presence of pesticide residues are détattmmushrooms at levels
above those permitted, the mushroom harvestedb@illestroyed according to
the monitoring plans for pesticide residues in srdmplemented by the
corresponding authorities.

Records — The programming of phytosanitary treatments wiié
recorded. The records will include the annotatiérthe products used, their
active ingredients, the type of treatment, andntioenent of application, doses,
security periods and toxicology. In addition, theidences occurred during this

stage and the corrective measures applied wilhbetated.
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Stage 7 — Harvesting

The harvesting of the mushrooms of the first flbglgins about 16-20
days after the application of the casing layer,edeling on the species, the
cultivation method, the thickness of the casingetagtc. The collection of the
successive flushes is done with intervals of 7-Hysd(up to five flushes,
although it is not usual to exceed three to avbil incidence of pests and
diseases that are produced at the end of largeatidh cycles.). The containers
in which the mushrooms are collected must be agtipeh as possible, and with
smooth walls to avoid the damage in the mushrodifé [The application of
phytosanitary treatments may be necessary betwaesecutive flushes, thus the
main hazard of this stage is the use of unauthdgzeducts, with higher doses
than allowed, or without respecting the recommendeturity periods.
Therefore, the preventive measures, the criticaitdi the monitoring, the
corrective measures and the records to be applieersimilar to those of the

previous stage (pre fruiting-induction).
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Figure 1 Flow chart of the mushroom cultivatiorelin

81



Table 1 Synoptic of application of the mushroomntieation line

Type of hazard

. IS Monitoring/ Corrective
Stage Hazards Preventive measures  CCP Critical limit Records
9 Physical Chemical Biological frequency measures
1. Reception o X Presence of pathoger Analysis of the casin Yes According to Microbiological ~ Replacemen Analysis don
casing materials microorganisms in the materials the type of analysis of the of casing
casing materials pathogenic casing materials
microorganism
X X Poor hygienic an Application of the Incidences an
sanitary conditions of cleaning and corrective
the reception room disinfection plan measures
2. Storage o X X X Dirtiness (insects, dus Application of the No
casing materials etc.) cleaning and
disinfection plan
X Contamination witf
parasites and pathogenic
microorganisms
3. Filling X Presence of pathoger Analysis of the Yes According to Microbiological ~ Replacemen Analysis don
(reception of microorganisms in the compost used the type of and chemical ofthe
compost) compost pathogenic analysis of the compost
microorganism compost
and heavy
metals
X High levels of heav' Application of the Incidences an
metals in some cleaning and corrective
ingredients of the disinfection plan measures
compost
X X X Poor hygienic Quick anccareful
conditions of the transport
installations and
transport
Avoid overlapping o
filling and emptying
in plants closer than
150 m
X Contamination with th Temperature
removed compost from  humidity and air
nearby plants control
X Appearance of pes Installation of irsect
traps
4. Germinatior X X X Appearance of pestsa  Application of the No
Incubation diseases cleaning and

disinfection plan

c8



Table 1, continue

Type of hazard

Stage Hazards Preventive measures  CCP Critical limit Monitoring/ Corrective Records
Physical Chemical Biological frequency measures
X Contamination by th Preventive
inadequate quality of maintenance of
irrigation water refrigeration system
Control of air,
environment and
substrate temperature,
humidity, CQ and
aeration
Installation of
mosquitoes traps
Application of
insecticide treatments
Ensure the quality ¢
irrigation water
5. Casin X Poor hygienic an Application of the No
sanitary conditions cleaning and
disinfection plan
X Contamination due t Adequate disinfectio
lack of hygiene in the of tools and
casing tools machinery
X Contamination witt Preventive
chemical residues from  maintenance of
the tools cleaning refrigeration system
X Appezance of pests ar  Control of air,
diseases environment and
substrate temperature,
humidity, CO2 and
aeration
X Contamination witt Installation of
nematodes, bacteria and mosquitoes traps
fungi from casing layer
X X X Contamination by th Ensure the quality ¢
inadequate quality of irrigation water
irrigation water
6. Pre X Use of unauthorize Application of Yes Use of Phytosanitan Correction of Phytosanitan
fruiting/Induction phytosanitary products, authorized authorized products, doses  treatments application
orin higher doses than  phytosanitary phytosanitary and security program (products, doses,
allowed or without products, in adequate products, in periods security period,

respecting the security
period

doses and respecting
the security period

adequate doses
and respecting
the security
period

active
ingredients, etc.)

£8



Table 1, continue

Type of hazard

Monitoring/

Corrective

Stage Hazards Preventive measures  CCP Critical limit Records
Physical Chemical Biological frequency measures
X X Poor hygienic Application of Replacemen Incidences an
conditions inside the cleaning and of corrective
plant disinfection plan phytosanitary ~ measures
products
X Lack of hygiene in th Minimize the transi Destruction o
personnel of personnel inside the the crop when
cultivation plant, and it exceeds the
disinfection of the phytosanitary
footwear at the residues
entrance allowed for
mushroom
X Appearance of pestsa  Installation of
diseases mosquitoes traps
X X X Contamination by th Ensure the adeque
inadequate quality of environment
irrigation water conditions inside the
plant
Application of
granulated chlorine to
avoid staining of
mushrooms at the
beginning of each
flush
Stop the produion at
the third flush
Ensure the quality ¢
irrigation water
7. Harvestin X Use of unauthorize Application of Yes Use of Phytosanitan Correction of Phytosanitry
phytosanitary products, authorized authorized products, doses  treatments application
orin higher doses than  phytosanitary phytosanitary and security program (products, doses,
allowed or without products, in adequate products, in periods security period,
respecting the security ~ doses and respecting adequate doses active
period the security period and respecting ingredients, etc.)
the security
period
X Microbiological Application of gooc Replacemen
contamination due to hygiene and food of
lack of hygiene of manipulation practices phytosanitary
manipulators products

78



Table 1, continue

Type of hazard

Stage Hazards Preventive measures  CCP Critical limit Monitoring/ Corrective Records
Physical Chemical Biological frequency measures
X Microbiological Minimize the transi Destruction o Incidences an
contamination by poor  of personnel inside the the crop when  corrective
hygienic and sanitary cultivation plant it exceeds the measures
conditions inside the phytosanitary
plant residues
allowed for
mushroom
Application of
cleaning and
disinfection plan
X X Microbiological anc Installation of
chemical contamination  mosquitoes traps
due to lack of hygiene
or presence of residues
of cleaning products in
the harvesting
containers
Post harvestin
cleaning After each
flush
Contaminaion by Use of clear
consecutive flushes containers or
disinfected in case
they are reused
8. Dispatchin: X Microbiological Application of No
contamination of the cleaning and
product disinfection plan
Application of gooc
hygiene and food
manipulation practices
Quick, careful ant
refrigerated transport
9. Emptying X X Contamination fron Previous treatment No
other buildings non empty
installations with
steam

Avoid the transit by
nearby buildings
Immediate removing
after the harvesting of
the last flush

g8



Table 1, continue

Type of hazard

Monitoring/ Corrective

Stage Hazards Preventive measures  CCP Critical limit Records
Physical Chemical Biological frequency measures
10. Cleaning an X X X Unadequate cleaning Application of an No
disinfection the installations and use adequate cleaning and
of non recommended disinfection plan
products (permanence
of chemical residues)
Approval of supplier
Prohibition of
unauthorized products
11. Authorizec X X X Contamination o Cubrir con una lon. No
compost manager nearby installations durante su transporte
Separated and diste
location of cultivation
and food manipulation
premises
Easy acces for loing
and unloading
Periodic review tc
prevent leakage or
deterioration of
containers
12. Reception ¢ X X Poor hygienic an Application of No
auxiliary material sanitary conditions of cleaning and
(phytosanitary reception installations disinfection plan
products,
containers,
supplements, etc.)
X X Contaminater Approval of supplier:
containers and/or (demand
additives characteristics and
specifications)
X X Containers breakag
and possible leakage of
chemicals
13. Storige of X X X Poor hygienic an Application of No
auxiliary material sanitary conditions of cleaning and
installations disinfection plan
Fulfill the
manufacturer's
indications

Installations protecte
from the external
environment
Adequate stackir

98
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo das principais variaveis que iftem na producao dos
cogumelosA. bisporuse A. subrufesceng de fundamental importancia para
compreender as etapas do ciclo de cultivo das espé&ornando possivel a
reducéo do ciclo de producao.

Novas metodoologias podem promover maior prodwk] com
reducdo no ciclo de cultivo, viabilizando a reaj@a de um maior nimero de
fluxos de producdo ao longo do ano. Tais metodatogermitem a formulacao
mais adequada para o preparo de camadas de cabertuecomendacédo de
melhores condi¢des de cultivo e, consequentem@etenitem identificar as
principais etapas que podem interferir no ciclocd#ivo e na qualidade do
produto final.

O estudo das diferentes variaveis fisico-quimichmlégicas e
ambientais no ciclo de cultivo d& bisporuse A. subrufescenpermitiu gerar
publicacBes cientificas, participacdes em eventmntiicos nacionais e
internacionais, intercAmbio com pesquisadores dtitiitdes de ensino e
pesquisa nacionais e internacionais, e o estimupgesijuisa, a producao, a
comercializacdo e ao consumo dos cogumgldssporuse A. subrufescens.



