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Resumo: O presente estudo teve como objetivo avaliar a producao de biomassa micelial e
exopolissacarideo (EPS) pelo fungo Hericium erinaceus (AT-BIO-301 cepa 107001) em
diferentes meios de cultivo. Cultivos submersos usando os meios Minimo de Vogel,
Mineral Basal e Melago de Cana-de-acgticar foram conduzidos em frascos agitados em
incubadora shaker (20 °C, 150 rpm por 144 horas). Os resultados demostraram que o fungo
foi habil em crescer em todos os meios de cultivo estudados, havendo maior crescimento
micelial nos meios Minimo de Vogel e Mineral Basal. Por outro lado, apenas o Meio
Mineral Basal proporcionou a producao de exopolissacarideo (EPS) pelo fungo (0,8 g/L).
Elevado conteudo de proteinas (15,2 g/L) e minerais (5,38 g/L) e reduzido conteudo de
lipideos (0,2 g/L) foram encontrados na biomassa micelial produzida. Bandas de absorcao
na regido do infravermelho (IV) tipicas de carboidratos (3450 cm™!, 3300 cm™, 2960 cm’!,
2928 cm’™!, 2852 cm™, 1651 cm™, 1462 cm™, 844 cm’!, 618 cm! e 543 cm™) foram
encontradas na analise por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.
Os resultados da analise de IV sugerem que os monossacarideos presentes no EPS
possivelmente estejam unidos por ligacdes glicosidicas com configuragdo . A produgdo
do EPS pelo fungo estudado parece estar associada a composi¢ao do meio de cultivo, sendo
necessario estudos mais detalhados para a elucidagao de tal fendmeno.

Palavras-chave: Hericium erinaceus; Exopolissacarideos; Fermentacdo Submersa;

Biomassa.

INTRODUCAO
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O Fungo basidiomiceto Hericium erinaceus, também conhecido como cogumelo
Juba de Ledo, cabeg¢a de macaco, Yamabushitake ou barba branca (LI et al., 2018), tem
recebido destaque em estudos na 4rea de alimentos por sua versatilidade para inser¢ao em
produtos alimenticios e apresentar propriedades terapéuticas, as quais incluem beneficios
ao sistema nervoso central, imunologico e gastrointestinal (MIZUNO, 1999). O fungo
apresenta potencialidades bioldgicas como atividades antitumorais, anti-hiperglicémicas,
anti- oxidativas e neuroregenerativas, o que tem atraido a aten¢do no ambito industrial
(WANG; LUO; LIANG, 2004). A producdo de moléculas bioativas como lactonas,
esteroides, alcaloides, hericerinas, glicoproteinas, P-glucanas, a-glucanas tem sido
reportada por HE et al., (2017) em diferentes meios de cultivos. Esses autores também
relatam mais de trinta e cinco polissacarideos isolados do corpo frutificado e micélio do
fungo H. erinaceus.

O consumo frequente do cogumelo (corpo de frutificagdo) Hericium erinaceus pode
promover diferentes beneficios a saude (MIZUNO, 1999). Pesquisas tém associada a
produgdo de substincias bioativas semelhantes a indutores neurotréficos, os quais sdo
aplicados em tratamentos de doencas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson,
esclerose multipla, entre outras (LI et al., 2018).

Neste contexto, o trabalho propos avaliar diferentes meios de cultivo do fungo

Hericium erinaceus em cultura submersa, caracterizar a biomassa micelial obtida quanto a

composi¢do proximal, bem como avaliar o potencial de producdo de

exopolissacarideo (EPS) pelo fungo.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Os cogumelos comestiveis tém sido considerados como um tipo de superalimento
em funcdo das diferentes funcionalidades biologicas. Neste contexto, o ser humano tem
buscado uma vida saudavel, incluindo uma alimentagdo mais adequada, com consumo de
produtos menos industrializados. Como uma consequéncia da busca de uma vida saudavel
¢ nitido o crescimento regular da longevidade populacional (HAMZA et al., 2023).

A divulgacdo dos potenciais beneficios do cogumelo Juba de Ledo (Hericium
erinaceus) a saude tem contribuido para o aumento de seu consumo. Relatos cientificos
demonstram que a suplementacdo dietética com extrato bruto de H. erinaceus melhorou

significativamente a memoria de reconhecimento em ratos. O extrato de cogumelo e seus
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componentes ativos ampliam o tamanho dos cones de crescimento, importantes para as
células cerebrais sentirem seu ambiente e estabelecerem novas conexdes com outros
neurénios (MARMOL et al., 2023).

Um estudo in vitro também constatou que o extrato desse cogumelo colaborou para
diminuir os males gerados pela proteina beta-amiloide aos neurdnios, um dos principais
fatores da doenga de Alzheimer. Tal descoberta mostrou que esse cogumelo pode ter
eficacias antioxidantes e neuroprotetores em ratos (MARMOL et al., 2023).

Nao ¢ apenas para a memoria que o cogumelo Juba de Ledo ¢ benéfico, ha inimeros
outros beneficios, como potencial antibidtico, anti-flamatorio, anti-senescente,
antidiabético, nefroprotetor, anti-hiperlipidémico, cardioprotetor, anticarcinogénico e
antifadiga, além de reforgar o sistema imunologico e ser hepatoprotetor. O Cogumelo Juba
de Ledo tem sido investigado por meio de estudos cientificos como suporte a satde geral
do homem, como tratamento de intimeros problemas voltados ao sistema nervoso e ao

funcionamento cognitivo (LI et al., 2018).

METODOLOGIA Microorganismo e Matéria-prima

No presente estudo foi utilizado o fungo Hericium erinaceus AT-BIO-301 cepa
107001 comercializada pela companhia Tyholer Gliickspilze, Austria e fornecido por
produtor local de cogumelos. Foram utilizados reagentes com grau de pureza adequados
em cada ensaio experimental.
Isolamento do Fungo

Uma pequena porg¢ao do corpo de frutificacao (basidioma/basidiocarpo) do fungo
foi inoculado em placas de Petri contendo meio Agar Batata Dextrose (BDA). As placas
foram cultivadas a 20 °C por 4 dias em incubadora orbital (shaker) com refrigeragao.
Repiques sucessivos para meio novo foram conduzidos de forma a ser obtida uma cultura

pura (Figura

1.

Figura 1 - Micélio do fungo Hericium erinaceus cultivado em meio BDA
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Fonte: Autoria propria (2023).

Preparo do inoculo e cultivo submerso

Micélio fungico cultivado em meio BDA foi transferido para frascos Erlenmeyer
com Meio Minimo de Vogel e glicose. Os frascos foram agitados em shaker a 20 °C e 150
rpm por 144 horas. O micélio foi separado por centrifugacdo, lavado e homogeneizado em
agua esterilizada (Perkin Elmer, Walthan, USA). Os cultivos submersos em Meio Minimo
de
Vogel (MMYV), Meio Mineral Basal (MMB) e Meio a Base de Caldo de Cana-de-agucar
(MBC) foram conduzidos para avaliar o crescimento micelial e possivel producdo de
exopolissacarideo pelo fungo. As fermentacdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer
de 250 mL, contendo 100 mL do meio em estudo e 10 mL de indculo padronizado (DO:
0,40,5 em 550 nm). Os Meios Minimo de Vogel e Mineral Basal foram suplementados com
10 % (v/v) de solugdo de glicose 200 g/L. O meio a base de melago de cana-de-agucar foi
obtido pela diluicdo do melago pré-clarificado até concentragdo de agticares totais em torno
de 20 g/L. Os frascos foram incubados em incubadora orbital a 20 °C por 144 horas sob
agitacdo de 150 rpm. No final do processo a biomassa micelial foi separada por
centrifugacdo (1500 x g, 30 minutos) do caldo fermentado. A presenca de expolissacarideo
(EPS) foi indicada pela precipitagdo da macromolécula. O EPS foi seco a 70 °C até massa
constante e quantificada gravimetricamente.

O Meio Minimo de Vogel (VOGEL, 1956) foi preparado pela diluicao 1:10 do meio
concentrado. O Meio Mineral Basal foi constituido de 2 g/L de KH2POs4, 2 g/L de
MgS04.7H20 e 2 g/L de Peptona. Apo6s selecao do meio mais adequado para o crescimento

micelial e producdo de exopolissacarideo pelo fungo estudado foram conduzidas
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fermentacdes submersas com objetivo de avaliar o perfil cinético do consumo do substrato,
crescimento micelial e producdo de EPS.
Protocolos Analiticos

A biomassa micelial obtida nas fermentagdes foi lavada, seca a 70 °C e quantificada
gravimetricamente. O sobrenadante das fermentagdes foi combinado com etanol,
refrigerado para precipitar o EPS, que foi filtrado, seco a 70 °C e quantificado
gravimetricamente. O consumo de substrato nas fermentacdes foi estimado através da
determinagdo do contetido de acucares totais (AT) nos caldos fermentados (DUBOIS et al.,
1956). As leituras de cada ponto foram realizadas em espectrofotometro a 490 nm.

Para caracterizagdo da biomassa micelial foram realizadas analises fisico-quimicas
da umidade (secagem a 105 °C), residuo mineral (incineragao a 550 °C), lipideos (Soxhlet)
e proteinas (Kjeldahl) (AOAC, 2016).

No estudo cinético do cultivo submerso do fungo no meio selecionado foram
determinados os parametros fermentativos Fator de conversdo de substrato em biomassa
(rendimento) (Yx/s); Fator de conversao do substrato em exopolissacarideo (rendimento)
(Ypss); Produtividade volumétrica em biomassa micelial (Qx); Produtividade volumétrica
de exopolissacarideo (Qp); Percentual do consumo do substrato (Yc); Taxa total do
consumo de substrato (Qs) como descrito por Cunha et al. (2012). O espectro de
Infravermelho com transformada de Fourier da amostra de EPS produzido, foi obtido em
espectrofotdmetro Frontier (Perkin Elmer, USA) na faixa de regido de 4000 a 400 cm™,

com resolugdo de 4 cm™ 1, com 32 varreduras. Foi utilizado a técnica de discos de KBr.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo Hericium erinaceus cresceu em todos os meios de cultivo, destacando os
Meios Minimo de Vogel (MMYV) e Mineral Basal (MMB), com produgdes de 9,95 g/L e
9,86 g/L de biomassa micelial, respectivamente. Em contrapartida, a menor producao de
biomassa micelial foi observada em Meio a base de Melago de Cana-de-acticar (MMC:
6,92 g/L). Interessante destacar que foi observado produ¢ao de exopolissacarideo somente
no meio
MMB, sendo verificado um rendimento de EPS de 0,04 g/g (Tabela 1). Este
comportamento sugere que a composi¢ao do meio de cultivo além de ter influéncia no

crescimento micelial influencia diretamente a producdo de exopolissacarideo. Diferentes
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trabalhos reportam que a composi¢ao do meio de fato tem grande influéncia tanto no
crescimento miscelial flingico, quanto na produgao de exopolissacarideo. Fonseca et al.,
(2020) verificou que tanto a fontes de carbono e nitrogénio presentes no meio
influenciaram a producgdo de um exopolissacarideo pelo fungo Neodeightonia phoenicum
CMIB-151. Esses autores também relataram que ndo observaram uma correlacao direta

entre crescimento micelial e producao de EPS.

Tabela 1 - Perfil cinético do cultivo do Hericium erinaceus nos diferentes meios de cultivo

Parametros fermentativos Meios de cultivo MMV MMB MMC

Py (g/L) 9,95  9,86* 6,92°
Pr (g/L) 0,00 0,8 0,00
Y s (g/8) 0,00° 0,04* 0,00
Y xs (/2) 0,52*  0,51*  046°
Qx (g/Lh™) 0,07*  0,07* 0,05
Qr (g/Lh™) ND 0,006 ND
Qs (g/Lh™)
0,13* 0,13* 0,10
Y. (%) 95,1 91,4> 93,6

MMV: Meio Minimo de Vogel; MMB: Meio Mineral Basal; MMC: Meio basico de Melago de Cana-de-
Acgtcar. Pyx: Produgdo de biomassa micelial; Pr: produgdo e exopolissacarideo Yyis: Fator de conversdo de
substrato em biomassa; Y s Fator de conversdo do substrato em exopolissacarideo; Qx: Produtividade
volumétrica em biomassa micelial; Qp: Produtividade volumétrica de exopolissacarideo Y.: Percentual do
consumo do substrato; Qs: Taxa total do consumo de substrato. Letras iguais na mesma linha indicam que néo
ha diferenca estatistica ao nivel de 95 % (p < 0,05).

Fonte: Autoria propria (2023).

Similarmente ao observado com o crescimento micelial, os maiores rendimentos
em biomassa micelial (Yxss) foram verificados nos meios MMV (0,52 g/g) e MMB (0,51
g/g). Maior produtividade volumétrica em biomassa micelial (Qx) também foi encontrada
em tais meios (0,7 g/Lh™"). Em relacdo ao consumo do substrato (fonte de carbono) a partir
do parametro Y. descrito na Tabela 1, observa-se que o fungo foi eficiente na assimilagdo
dos actucares independentemente do meio de cultivo. Consumos superiores a 90 % do

conteudo inicial de acgucares totais foram encontrados em todos os meios. Este

Anais do VII WCTI SOVERNO FEDERAL 101

ISSN 2594-4541 M ueachs “.rl_

UNIAO E RECONSTRUGAO



% VII Workshop de Ciéncia, l ' I r PR
€
Tecnologia e Inovacao UNNERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

Vil WorKshop do CIoncia, Tnoiogia 6 Inovacas 19 e 20 de Setembro de 2023 Francisco Beltrdo CAMPUS FRANCISCO BELTRAO

comportamento indica que o fungo ¢ habil em consumir tanto glicose como sacarose, visto
que glicose ¢ o agucar presente nos meios MMV e MMB e a sacarose € o principal agucar
presente no MMC.

O perfil fermentativo da producao de biomassa micelial e exopolissacarideo pelo H.

erinaceus cultivado em MMB ¢ mostrado na Figura 2.

Figura 2 — Perfil fermentativo da produc@o de biomassa e EPS em Meio Mineral Basal.
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Fonte: Autoria propria (2023).

Observa-se rapida assimilacao dos substratos, sendo verificado um consumo de 44,3
% nas primeiras 48 horas de cultivo. A assimila¢do do substrato continuou efetiva até o
final do processo fermentativo em 144 horas, quando foi verificado um consumo de 90,4
%. Observando as curvas de crescimento micelial e producao de EPS parece haver certa
correlagdo entre crescimento da biomassa e biossintese do EPS. Um perfil quase linear de
crescimento celular ¢ observado ao longo do cultivo com méxima producao de biomassa
celular em 144 horas (8,52 g/L). Em relacdo a producdo e exopolissacarideo, ndo foi
observada a producao nas primeiras 24 horas de cultivo. Apenas um pequeno de acimulo
de EPS (0,01 g/L) no meio foi verificado apos 48 horas de cultivo. A produgdao de EPS
ocorre, de fato, apos 48 horas, com méaxima producdo sendo verificada em 144 horas (0,52
g/L). Este comportamento possivelmente pode ser justificado em fun¢do da composi¢ao do
meio de cultivo. Muitos fungos passam a produzir exopolissacarideos em condigdes de
menor disponibilidade de nitrogénio ou mesmo de limitacdo. Considerando o efetivo de
crescimento celular e o consumo de substrato nas primeiras 48 horas, de fato a partir de 48
horas poderia ter ocorrido certa limitagao de nitrogénio no meio.
A composicao proximal da biomassa micelial obtida no Meio Mineral Basal (meio

selecionado) esta descrita na Tabela 2. Elevado conteudo de umidade (47,36 g/ 100 g) foi
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encontrado na amostra liofilizada. Este elevado contetido sugere elevada higroscopicidade
da biomassa. Aprecidvel conteudo de proteina (15,20 g/ 100 g) e baixo conteudo de lipideo
(2,0 g/ 100 g) também foi verificado. Contetidos de até 25,45 % de proteina e 6,44 % de
lipideos tem sido descrito no corpo de frutificagdo do fungo H. erinaceus. LIU et al. (2022).
A biomassa micelial também mostrou ser rica em componentes minerais sendo

verificado um conteudo de 5,38 g/ 100g.

Tabela 2 - Composicdo proximal da biomassa micelial do Hericium erinaceus em Meio Mineral Basal

Parametros Resultados obtidos
Umidade (g/ 100 g) 47,36 + 0,31
Proteinas (g/ 100 g) 15,20+ 0,17
Lipideos (g/ 100 g) 2,0+28.8
Residuo mineral (g/ 100 g) 5,38 £0,28
Carboidratos totais (g/ 100 g) 30,06 = 0,91

Fonte: Autoria Propria (2023).

Bandas de absorcdo tipicas de polissacarideo (EPS) na regido entre 400 cm™ e 4000
cm™! foram observadas na amostra de EPS produzidas pelo fungo Hericium erinaceus
(HOU et al., 2015) (Figura 3). A banda de forte intensidade nas regides de 3330 cm™ e
3450 cm™ ¢ designada a vibragdo de estiramento de grupo de hidroxila, grupo este
caracteristico em amostra de carboidratos (FONSECA et al., 2020) (ACOSTA et al., 2020).

As bandas de absorcdo nas regides de 2928 cm! e 2852 cm™! sdo atribuidas a
estiramento simétrico e assimétrico de grupo metileno (C-H) (ACOSTA et al., 2020; HOU
et al., 2015), respectivamente. A banda em 1651 cm™ ¢ atribuida a vibragdo de estiramento

C=0 e abanda 1462 cm™' é causada pela vibragio de estiramento C-H (ERMIS et al., 2020).
Abanda em 1651 cm™ também pode estar associada a vibragio de flexdo do grupo hidroxila

da 4gua adsorvida no polissacarideo (ACOSTA et al., 2020; HOU et al., 2015). Na regido
de 1124 cm™ uma banda de alta intensidade é observada e sugere que a estrutura

monomérica
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(monossacarideo) do EPS ¢ constituida por um anel de piranose (vibragdo de estiramento
C- O, e deformagdo C-O-H) (HOU et al., 2015). A absorcio fraca na regido de 884 cm™ é
atribuida a ligagao glicosidica, possivelmente com configuracao B (C-1-H(B)) (ACOSTA;
et al., 2020). A banda em 618 cm™ também pode estar associada a configuracdo beta,
caracteristica em subunidades de aglicar. A banda em 543 cm™' é atribuida ao anel de
piranose (C=0) e sua deformacao assimétrica (MA et al., 2018).

Figura 3- Andlise Infravermelho do exopolissacarideo produzidos em Meio Mineral Basal
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Fonte: Autoria propria (2023)

CONSIDERACOES FINAIS

Os diferentes meios de cultivo estudados demonstraram potencial para o cultivo
submerso do fungo Hericium erinaceus (cepa 107001) O Meio Minimo de Vogel e o Meio
Mineral Basal contribuiram para maior crescimento celular comparado ao Meio de Melago
de Cana-de-actcar. Producdo de exopolissacarideo também foi verificada, entretanto,
apenas no Meio Mineral Basal. A biomassa micelial obtida apresentou elevado contetido
de proteinas e minerais ¢ um contetdo relativamente baixo de lipideos. A analise por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier mostrou bandas tipicas de
carboidratos na amostra e sugere que os monossacarideos presentes no EPS possivelmente
estejam unidos por ligagdes glicosidicas com configuragcdo . A producdo do EPS pelo
fungo estudado parece estar associada a composi¢ao do meio de cultivo, sendo necessario

estudos mais detalhados para a elucidacio de tal fendmeno.
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