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APRESENTAGAO

Micologia é o estudo de microrganismos eucariontes que possuem parede celular
rigida, membrana e organelas, apresentando aspectos leveduriformes e/ou filamentos
morfolégicamente. Trata-se, portanto, de uma area de estudo ampla que atrai diversos
pesquisadores em diferentes campos cientificos, tecnoldgicos e industriais.

Sabemos que os fungos sdao microrganismos que possuem uma diversidade de
caracteristicas unicas que refletem em seu modo de vida, nas suas interagcdes e na
sua aplicabilidade. A grande maioria das espécies fugicas ainda é um vasto campo de
estudo para os micologistas, assim como suas caracteristicas individuais e formas de
desenvolvimento no ambiente ou no hospedeiro

O Brasil € uma referéncia em se tratando de estudos em micologia, principalmente
na subarea que denominamos micologia médica, tanto pelos pesquisadores precursores
quanto pela nova geragcdo armada com as evolugdes biotecnologicas e moleculares. O
uso de estratégias biotecnoldgicas tem sido primordial na pesquisa com fungos. A vasta
diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente associada a estudos de
aplicacdes biotecnolégicas, como no campo ambiental, farmacéutico, industrial, agricola,
alimenticio, genémico dentre outros.

E um privilégio organizar e compartilhar conhecimento na obra “Micologia: fungos
e/ou seus metabdlitos como objeto de estudo” publicada pela editora Atena, por se tratar
de um material extremamente interessante e muito bem produzido por seus autores
que evidencia essa area tao importante. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja apenas o inicio e que desperte o interesse dos académicos atraindo
pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacdo em novos volumes
com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 6
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Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo

DOCE CASCA ROXA

RESUMO: Os cogumelos sao potenciais
recursos em processos biotecnoldgicos, dentre
eles, Pleurotuseryngiidestaca-seprincipalmente
como enriquecedor de alimentos, bem como,
comprovadas atividades biologicas atribuidas
a seus compostos bioativos. Atualmente ha
um constante desenvolvimento de pesquisas
direcionadas ao conhecimento das melhores
condicdes de cultivo, crescimento e rendimento
destas espécies. Deste modo, o objetivo desta
pesquisa foi avaliar P. eryngii quanto a producao
de biomassa em meio contendo batata-doce
casca roxa como fonte natural de carbono. P,
eryngii foi reativado em agar-batata-dextrose
(BDA) com 0,5% de extrato de levedura (YE)
e incubado a 25 °C na auséncia de luz por 10
dias. Para o primeiro cultivo submerso utilizou-
se de meios de cultura preparados a base da
infusdo de 200g/L de batata-doce e glicose (20
g/L), e abiomassa recuperada a cada 5 dias. No
segundo cultivo, realizou-se um planejamento
fatorial de 23 com 4 pontos centrais, sendo os
fatores analisados a concentragcao da glicose,
extrato de levedura e peptona, todos a base
da infusdo de 200g/L de batata-doce casca
roxa. Em cada meio de cultura inoculou-se
discos miceliais de P. eryngii e incubados em
agitador orbital a 150rpm, 25°C na auséncia de
luz por 15 dias. Os resultados obtidos apontam
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que apo6s planejamento fatorial a producao de biomassa (24,78g/L) no ensaio 3 duplicou
quando comparado ao primeiro experimento (12,02g/L), em 15 dias. As fontes complexas
de nitrogénio que foram adicionadas ao meio de cultura favoreceram um aumento de
rendimento, sugerindo uma influéncia positiva no crescimento do fungo. Além disso, o uso da
batata doce var. casca roxa pode ser considerada uma fonte de carbono natural alternativa
para a produgao de biomassa de P. eryngii.

PALAVRAS-CHAVE: Cogumelo; Cultivo submerso; Fontes nutricionais

EVALUATION OF BIOMASS PRODUCTION OF THE PLEUROTUS ERYNGII (DPUA 1816)
FROM SWEET-POTATO PURPLE PEEL

ABSTRACT: Mushrooms are potential resources in biotechnological processes, among
them, Pleurotus eryngii stands out mainly as a food enricher, as well as, proven biological
activities attributed to its bioactive compounds. Currently, there is a constant development of
research to understand the best conditions for cultivation, growth and yield of these species.
Thus, the objective of this research was to evaluate the biomass production of P. eryngii in
medium containing sweet potato purple peel as a natural source of carbon. P. eryngii was
reactivated on potato-dextrose agar (PDA) with 0.5% yeast extract (YE) and incubated at
25°C in the absence of light for 10 days. The first submerged culture media was prepared with
the infusion of 200g/L of the sweet potato and glucose (20 g/L) and the biomass recovered
every five days. In the second submerged culture, a factorial design of 23 with 4 central points
was utilized to evaluate the glucose, yeast extract and peptone concentration, all based on
the infusion of 200g/L of sweet potato purple peel. Mycelial discs of P. eryngii were inoculated
into each culture medium and incubated in an orbital shaker at 150rpm, 25 °C in the absence
of light for 15 days. The results obtained shown that after factorial design, the biomass
production (24.78g/L) in trial 3 doubled when compared to the first experiment (12.02g/L), in
15 days. The complex sources of nitrogen that were added to the culture medium favored an
increase in yield, suggesting a positive influence on the growth of the fungus. In addition, the
use of sweet potato var. purple peel can be considered an alternative natural carbon source
for biomass P. eryngii production.

KEYWORDS: Mushroom; Submerged cultivation; Nutritional sources

11 INTRODUCAO

Existem diversas espécies de cogumelos potencialmente comestiveis, porém
0 numero diminui consideravelmente quando apontadas as espécies exploradas
comercialmente no mundo (SOCCOL et al., 2017), um grande contratempo, visto que
estes macrofungos sdo apreciados desde a idade antiga por povos orientais, utilizados
principalmente como especiarias nobres em pratos culinarios (SANCHEZ et al, 2010).
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Além disso, o consumo de cogumelos comestiveis estad se difundindo mais, pois
pesquisas cientificas apontam para suas atrativas caracteristicas nutricionais e sensoriais
(SALES-CAMPOS et al., 2011), bem como inUmeras propriedades medicinais oriundas
de seus metabdlitos, que fazem deles alternativas terapéuticas e funcionais, uteis na
prevencéo e tratamento de muitas doencas (ZHIMING et al., 2016; ZHANG et al., 2019).

Por essas qualidades Pleurotus spp. séo importantes fungos comestiveis cultivados
comercialmente, com uma producéo estimada em cerca de 6.460,000,000 toneladas,
ocupando o segundo lugar em producdo em nivel mundial (ROYSE et al., 2017). Fungos
deste género possuem metabolismo singular que assimilam uma grande variedade de
substratos disponiveis, embora, sejam mais encontrados em climas tropicais e subtropicais
Uma das caracteristicas mais interessantes é o fato deles serem cultivados artificialmente
(TORRES et al., 2013). Incluido neste género, encontra-se Pleurotus eryngii, conhecido
popularmente como cogumelo-do-cardo, ou cogumelo-rei, originalmente consumido na
Europa, mas atualmente amplamente distribuido pelo mundo (MA et al, 2018). O aumento
do consumo é decorrente do maior prazo de validade, sabor e odor agradaveis e de
altissima qualidade gastronémica, considerado superior a outras espécies do género
(ZOU et al., 2018; IQBAL et al., 2018),

Desta forma, sugere-se que o macrofungo possa ser cultivado em meio liquido, uma
das técnicas mais usadas e praticas para obtencédo do micélio fungico (MOKOCHINSKI
et al., 2015) e biomoléculas que apresentam propriedades especificas de interesse
biotecnoldgico e, consequentemente, de grande valor agregado, tais como os antibibticos,
enzimas, vitaminas, ergosterol, dentre outros (ROSADO et al., 2003; HRISTOZOVA, 2005).
Tal bioprocesso garante também um melhor controle dos parametros fisico-quimicos do
cultivo, a recuperacdo de metabdlitos extracelulares e a determinagao de biomassa sao
facilitadas, sendo realizadas por filtracdo simples ou centrifugacdo para a remocéo das
células (PAPASPYRIDI et al., 2012).

Durante este bioprocesso, as técnicas de planejamento de experimentos podem
ser utilizadas como estudo inicial para posterior cultivo em larga escala, tornando-se
importante verificar a influéncia de um ou mais fatores sobre este bioprocesso. Este
tipo de projeto experimental contribui com reducéo do tempo de otimizagdo, melhoria, e
diminuicdo de custos, além de confiabilidade. Além disso, ao entender que o crescimento
fungico depende da presenca de elementos nutritivos presentes no meio de cultura,
uma melhor especificacdo das condicdes de cultivo dos requerimentos nutricionais,
utilizando espécies vegetais, economicamente viaveis, como substrato de cultivo traz uma
significativa contribuicdo ao desenvolvimento de processos que proporcionem um maior
rendimento em biomassa e até em bioprodutos. Deste modo, o objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia de diferentes concentracdes nutricionais na producédo de biomassa
micelial do cogumelo comestivel Pleurotus eryngii (DPUA 1816) cultivados a base de

batata-doce casca roxa por cultivo submerso.
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2 | MATERIAL E METODOS

Macrofungo e reativacao da cultura

Uma linhagem de P. eryngii (DPUA 1816) preservada em 6leo mineral foi reativada
em placas de Petri com agar batata dextrose (BDA) suplementado com extrato de levedura
a 0,5% (YE), previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos. As placas foram mantidas
em BOD a 25 °C na auséncia de luz por 10 dias (KIRSCH et al., 2011) e a cada 90 dias
foram repicados, incubados a 25 °C até que o micélio colonizasse toda a placa, e, em
seguida, armazenados a 4 °C em geladeira (RUFINO et al., 2011).

Producao de biomassa micelial de Pleurotus eryngii (DPUA 1816)

A producao de biomassa de P. eryngii foi verificada por cultivo submerso em frascos
Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL de meio de cultura com formulacao especifica, a
saber: infusdo de 200g/L de batata-doce da casca roxa [/[pomea batatas (L.). Lam], 20g/L
de glicose, com pH inicial aferido em 6,0. A partir das culturas mantidas em BDA+YE por
10 dias foram retirados trés fragmentos de micélio (J= 1cm) e adicionados aos meios de
cultura, previamente esterilizados a 121 °C por 15 minutos. Foi utilizado como controle o
meio POL, composto por 40g/L de glicose, 1g/L de peptona, 2g/L de extrato de levedura,
1g/L de K,HPO,, 0,2g/L de MgSO,, e 0,2g/L de (NH),SO, (ROSADO et al., 2003). O cultivo
submerso foi conduzido em shaker, durante 15 dias a 25 °C, sob agitagcdo constante
de 150 rpm, sendo retirados frascos em triplicada a cada cinco dias em delineamento
inteiramente casualizados, a fim de verificar o periodo de maior producéao micelial (KIRSCH
et al., 2011).

Com a finalidade de avaliar a influéncia de outras fontes nutricionais, bem como
diferentes concentracées destas na producdo de biomassa fungica, foi realizado um
novo cultivo submerso variando a concentracao de glicose (fonte de carbono), extrato
de levedura e peptona (fontes de nitrogénio) do meio de cultura. Desta forma foi
realizado com planejamento fatorial 23 completo com 4 pontos centrais, correspondendo
a 12 experimentos (BARROS NETO et al.,, 2010) sendo conduzidos em shaker com
delineamento casualizados nas mesmas condi¢cbes do primeiro cultivo submerso. Os
niveis das variaveis analisadas estdo detalhados na Tabela 1.

Micologia: Fungos e/ou seus Metabdlitos como Objeto de Estudo Capitulo 6




Fatores Niveis

Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Extrato de levedura (g/L) 1 2 3
Glicose (g/L) 10 20 30
Peptona (g/L) 0,5 1 1,5

Tabela 1. Niveis dos fatores para avaliacao da produgéo de biomassa de Pleurotus eryngii (DPUA
1816).

(-), (0) e (+) indicam os niveis dos fatores como inferior, central e superior, respectivamente

Apéds quinze dias de cultivo foram retirados os frascos para quantificacédo da biomassa
micelial de P. eryngii, separada por filtracdo a vacuo em papel de filtro (Whatman No.1) de
peso conhecido, lavada com agua destilada esterilizada e desidratada em 60 °C em estufa
até peso constante (KIRSCH et al., 2016). Em seguida, o pH do liquido sobrenadante de
cada experimento foi aferido com auxilio de pHametro de bancada da Marca Quimis,
devidamente calibrado.

Todos os resultados foram analisados através de analise de variancia (ANOVA)
ao nivel de 95% de significadncia. Os graficos e analises estatisticas foram realizados
utilizando-se o software “Statistica 8.0” (Statsoft, Inc., 2008, USA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de adaptacao fungica pode demorar ou ndo a depender da espécie,
com isso os resultados referentes ao primeiro cultivo submerso a partir da infusdo de
batata-doce da casca roxa (BDCR) adicionado apenas de glicose (20 g/L) apontam a
producdo de biomassa micelial em todos os dias avaliados, sendo que no 5° dia de cultivo
a biomassa atingiu 1,95 g/L, 5,74 g/L no 10° dia e 12,02 g/L em 15 dias, mostrando um
crescimento micelial de mais que 63% em 10 dias de cultivo e 52% no ultimo dia avaliado,
sugerindo maior capacidade metabdlica em 10 dias (Tabela 2). Valores diferentes destes
foram encontrados por Bellettini (2014), ao estudar a producao micelial por fermentacao
submersa do cogumelo P. djamor em meios a base de fracdo liquida do palmito de
pupunha (Bactris gasipaes) numa concentracéo de 80%, obtendo uma biomassa micelial
de 1,66g/L em 14 dias de cultivo, onde devido as propriedades nutricionais do palmito era

esperado uma quantidade de biomassa muito maior.
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Substrato Producgéo de biomassa (g/L)

5 dias 10 dias 15 dias
POL (Controle) 2.2¢ 6.69° 11.022
Batata-doce (casca roxa) 1.95¢ 5.74 12.022

Tabela 2: Produgéo de biomassa micelial de Pleurotus eryngii (DPUA 1816) a partir da infuséo da
batata-doce da casca roxa (200 g/L) e glicose (20 g/L).

Médias que ndo compartilham a mesma letra séo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey.

Entretanto, quando comparado com o meio de cultura controle, os resultados
encontrados neste trabalho ndo apresentaram diferengas significativas entre si, em todos
os dias testados. Nos trabalhos de Rosado e colaboradores (2003) onde foi avaliada em
cultivo submerso a producédo de biomassa de duas linhagens brasileiras de Pleurotus
(P. ostreatoroseus Sing. e P. ostreatus var. florida) em meio POL, os resultados foram
superiores aos do presente trabalho, pois em apenas nove dias de incubacao P. ostreatus
var. florida apresentou maior biomassa (22,8 g/L) quando comparada a P. ostreatoroseus
(16,8 g/L), resultados que ja eram esperados, pois espécies diferentes tem requerimentos
nutricionais diferentes. Outros estudos sugerem que a adaptagcdo do microrganismo pode
demorar mais que um unico cultivo.

Contudo, quando analisados quanto a quantidade de itens empregados em cada
meio de cultura, observa-se que no meio de cultura proposto nesta pesquisa ndo ha a
presenca das fontes sintéticas inseridas no meio POL, tais como Fosfato dipotassico
(K,HPQO,), Sulfato de magnésio (MgSO,), e Sulfato de aménio ((NH,)2,0,), tornando o
meio proposto uma alternativa mais econémica, menos elaborada e de facil manuseio.

Os 12 ensaios do planejamento fatorial para a producédo de biomassa micelial de P.
eryngii (DPUA 1816) estdo mostrados na Tabela 3; e na Figura 1 encontra-se os valores

dos efeitos estimados relativos a produ¢éo de biomassa.

Ensaio  Extrato de Levedura Glicose Peptona  Biomassa Micelial
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) pH Final
1 1 10,0 0,5 16,11 5,88
2 1 10,0 1,5 16,73 5,62
3 1 30,0 0,5 24,78 4,96
4 1 30,0 1,5 15,10 5,13
5 3 10,0 0,5 23,98 5,58
6 3 10,0 1,5 14,78 5,88
7 3 30,0 0,5 11,08 5,63
8 3 30,0 1,5 13,10 5,86
9 2 20,0 1 12,62 4,72
10 2 20,0 1 12,65 5,32
11 2 20,0 1 13,50 5,57
12 2 20,0 1 11,34 5,56

Tabela 3: Planejamento fatorial 23 com 4 pontos centrais preparados a partir da infusdo da batata-doce
da casca roxa.
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Os dados da Tabela 3 demostraram que a producdo de biomassa do cogumelo
estudado apresentou variacao de 11,08 g/L a 24,78 g/L (ensaios 7 e 3) (valores minimos e
maximos, respectivamente). Quando comparado ao primeiro experimento, este segundo
aponta que a adicao de fontes complexas de nitrogénio (extrato de levedura e peptona)
ao meio de cultura proporcionou um aumento de mais que 100% de rendimento micelial
no ensaio 3, indicando a influéncia positiva das mesmas no crescimento fungico.

As fontes de nitrogénio disponiveis no meio de cultura, tem como principal funcao
favorecer o crescimento flungico, e apesar de algumas fontes complexas de nitrogénio
sejam responsaveis por acidificar o meio de cultura, as utilizadas neste trabalho (peptona
e extrato de levedura) ndo alteraram drasticamente os indices de pH, com excecao do
ensaio 3 e 9, cujo pH final foi de 4,96 e 4,72, respectivamente, uma variacao de no
maximo 1,2, que nao foi suficiente para inibir o crescimento fungico, visto que o ensaio
3 foi 0 mais relevante em producdo de biomassa micelial. Os dados deste trabalho séo
contrarios aos de Ozdal (2018), que afirma que quanto maior a concentracao de extrato
de levedura, maior a producéao de biomassa micelial.

No grafico de Pareto as varidveis e suas interacdes estdo representadas por
siglas e numeros no eixo vertical, conforme legenda. O comprimento da barra azul sao
as comparacgdes de variaveis, e a linha vertical em vermelho é a referéncia dos efeitos
estatisticamente significativos, o que implica dizer que barras que néo ultrapassam a linha
vertical sdo efeitos ndo significativos com um nivel de 95% de confianca. E exatamente
0 que acontece na Figura 1, visto que apesar da primeira barra (2 e 3 — interacdo
entre glicose e peptona) serem os efeitos mais préximos da linha vermelha, ndo sao
considerados significativos, compreendendo a necessidade de outros testes com estas
mesmas variaveis utilizando concentracdes diferentes. Dessa forma, verifica-se que a
relacdo das variaveis glicose e peptona n&o atingirem o nivel de significancia e influenciam
de maneira negativa para a producdo de biomassa. Este resultado pode ser visualizado
no diagrama de Pareto.
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(1)ext -1,21138
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=,05

Figura 1. Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis extrato de levedura (1), glicose (2) e peptona (3)
no crescimento de Pleurotus eryngii (DPUA 1535).

Contudo, é possivel observar também que quando estes trés fatores testados
sdo analisados separadamente apresentam comportamentos diferentes e podem
aumentar a producao de biomassa, pois a segunda comparacao mais promissora inclui
o extrato de levedura, seguido por peptona e glicose, respectivamente, todos analisados
separadamente.

Tais informagdes s&o importantes para entender que os substratos devem
proporcionar nutrientes e condi¢gdes apropriadas para o crescimento micelial, por isso
€ conveniente que sejam incentivadas futuras pesquisas com adicao de nutrientes ao
meio que favorega o crescimento fungico e aumente a producdo micelial, sem elevar o
custo. Deste modo a batata-doce € uma raiz tuberosa que quando comparada com outras
estruturas vegetais amilaceas, possui maior teor de matéria seca, carboidratos, lipidios,
céalcio e fibras que a batata, mais carboidratos e lipidios que o Inhame e mais proteina
que a mandioca (EMBRAPA, 2008), por isso pode servir como fonte natural de nutrientes
que podem ser requeridas por espécies fungicas. Luz et al. (2012) afirma que para o uso
de diferentes tipos de substratos por fungos depende diretamente de sua capacidade de
secretar enzimas, principalmente enzimas hidroliticas envolvidas na degradacado destes
substratos.

Outro dado que pode ser analisado é o método de superficie de resposta, técnica
estatistica utilizada na modelacéo e anélise de problemas, cuja resposta é otimizada e sofre
influéncia por varios fatores. A resposta € otimizada por meio da relacéo entre as variaveis
dependentes e independentes, que pode ser linear, quadratica, cubica, exponencial, entre
outras (LIMA e LIMA, 2014). Um ajuste quadratico, ou polinomial de 2° grau, significa que
o modelo de ajuste dos dados experimentais ndo € uma reta (linear), e sim uma curva.
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Esses resultados do diagrama (Figura 2) demonstram que ha uma fraca influéncia
linear das variaveis de estudo, ou seja, a tendéncia nao linear significa que ao aumentar
qualquer pardmetro ndo necessariamente aumentara a producéo de biomassa de maneira
significativa e de modo proporcional.

Fitted Surface; Variable: resp Fitted Surface; Variable: resp
2**(3-0) design; MS Residual=22,50193 27*(3-0) design; MS Residual=22,50193

A DV: resp B DV: resp

-
[ ERE]
<18
| Bk E<17
B <18 <16
CJ<16 Ens
B <14 = < 14
12 -3

Figura 2. Grafico de superficie de resposta demostrando a rela¢do ente as variaveis extrato de
levedura x peptona (A), glicose x extrato de levedura (B).

Além disso, o crescimento micelial em meio liquido pode ser uma alternativa viavel
para obter compostos bioativos, devido ao mais curto tempo de incubagéo, e o possivel
aumento do rendimento de biomassa em comparagdo com a producédo de basidiomas
(CARDOSQO et al., 2017).

Outras pesquisas ja foram publicadas para producédo de biomassa micelial de
espécies do género Pleurotus, utilizando diferentes fontes naturais como substrato, a
exemplo de Ferdinandi e Rosado (2008) que verificou trés diferentes tratamentos com
extrato aquoso de Gingko biloba (GB) em meio BD (batata-dextrose) para melhor produgcéao
de biomassa micelial de P. ostreatus em 14 dias de cultivo, adquirindo até 142 g/L de
biomassa micelial. Mumpuni et al. (2017) cultivou a espécie P. ostreatus utilizando como
recurso natural o extrato de semente de milho, extrato de malte, extrato de farelo de
arroz, e notaram médias superiores de biomassa micelial em 11,71 g/L, 7,76 g/L e 6,70
g/L, respectivamente, diferente desta pesquisa, Mumpuni et al. (2017) precisou de 28 dias
para alcancar tais médias.

41 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que a batata doce var. casca roxa pode ser considerada uma
fonte de carbono natural alternativa para a producdo de biomassa de P. eryngii (DPUA

1816). O macrofungo cresce em meio com fontes complexas de nitrogénio e carbono,
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sendo a condi¢ao que favoreceu a maior produgéo de biomassa 0,5 g/L de peptona e 1g/L
de levedura,30g/L de glicose e apesar do grafico de Pareto mostrar maior interacao entre
as variaveis extrato de levedura e peptona, sdo necessarios hovos ensaios considerando
outras concentragdes destas mesmas variaveis, a fim de aumentar o crescimento fungico.
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