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RESUMO 

Cordyceps militaris é um fungo de crescente interesse comercial e medicinal, devido aos 

compostos bioativos por ele produzido, como a cordicepina, cordicerebrosídeo, cordimina, 

polissacarídeos e ergosteróis. Entretanto, o cultivo laboratorial e industrial deste fungo possui 

desafios em relação a conservação e propagação da cepa, visto que esta sofre uma rápida 

degeneração genética ao longo dos repiques. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar 

se diferentes formas de cultivo de C. militaris utilizando como substrato larvas e pupas de 

Tenebrio molitor contribuem para geração de cepas mais resistentes contra a degradação 

genética do fungo. Dentre as diferentes metodologias testadas, o cultivo que obteve o melhor 

resultado foi feito realizando uma pequena incisão no inseto e posterior imersão (cerca de 10 

segundos) em cultivo basal do fungo (composto por dextrose, de nitrato de sódio, fosfato de 

potássio, fosfato de sódio, sulfato de magnésio e extrato de levedura) e incubado em 21 °C e 

sob umidade constante de 75%. Após a cobertura total do micélio, o cultivo seguiu para 

fotoperíodo de 12h/d até a frutificação dos cogumelos. Por meio deste estudo, pode-se 

considerar que a cepa avaliada demostrou potencial para o desenvolvimento do cogumelo nas 

pupas do inseto após 59 dias da inoculação, entretanto não houve progressão e prolongamento 

do corpo frutificado, que pode ser devido a algum fator essencial faltante na mimetização do 

ambiente do fungo. Assim, se faz necessário a utilização de novas cepas para se consolidar uma 

metodologia que possibilite a conservação das características biológicas e produtivas de cepas 

de Cordyceps militaris utilizando o Tenebrio molitor como meio de manutenção.  

Palavras-chave: cogumelo; degeneração genética; produção.  

 

 

 
 

 



 

ABSTRACT 

Cordyceps militaris is a fungus of growing commercial and medicinal interest, due to its 

bioactive compounds, such as cordycepin, cordycerebroside, cordymine, polysaccharides and 

ergosterols. However, the laboratory and industrial cultivation of this fungus presents 

difficulties in conservation and propagation of the strain, since it has a rapid genetic 

degeneration along the peaks. Therefore, this work aims to evaluate whether different forms of 

cultivation of C. militaris using larvae and pupae of Tenebrio molitor as substrate contribute to 

the generation of more resistant strains against the genetic degradation of the fungus. Among 

the different methodologies tested, the culture that obtained the best result was performed by 

making a small incision in the insect and subsequent immersion (10 seconds) in basal culture 

of the fungus (composed of dextrose, sodium nitrate, potassium phosphate, phosphate of 

sodium, magnesium sulfate and yeast extract) and incubated at 21 °C and constant humidity of 

75%. After total coverage of the mycelium, the cultivation proceeded to a photoperiod of 12 

h/d until the fruiting of the mushrooms. Furthermore, the evaluated strain showed potential for 

the development of the mushroom in the insect pupae after 59 days of inoculation, however 

there was no progression and prolongation of the fruiting body, which may be due to some 

missing essential factor in mimicking the fungus environment. Therefore, it is necessary to use 

new strains to consolidate this methodology that allows the conservation of the biological and 

productive characteristics of strains of Cordyceps militaris using Tenebrio molitor as a medium 

for maintenance. 

 

Keywords: mushroom; genetic degeneration; production. 



 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1 – Cepas de C. militaris após repiques ................................................................. 18 
Figura 2 – Ciclo de vida do Tenebrio molitor .................................................................... 19 

Figura 3 – Estroma em pupas de Tenebrio molitor. Barra de escala: 10 mm. ................. 31 
 
Fluxograma 1 – Metodologia de preparo e inoculação em meio líquido .......................... 21 
Fluxograma 2 – Metodologia de preparo e inoculação em meio sólido ABD .................. 21 

 
Fotografia 1 – Corpo frutificado C. militaris cultivado em laboratório ........................... 16 

Fotografia 2 – Proliferação do micélio nos corpos frutificados de C. militaris ................ 22 
Fotografia 3 – Larvas e pupas de T. molitor ...................................................................... 23 

Fotografia 4 – Aplicação de Cordyceps militaris na pupa de T. molitor ............................ 23 
Fotografia 5 – Béquer com contendo com uma camada de musgo Sphagnum sp............ 24 

Fotografia 6 – Meios de cultivo de C. militaris .................................................................. 25 
Fotografia 7– Diferentes cepas de C. militaris após indução de frutificação por luz ....... 26 

Fotografia 8 – Meios de cultivo após 10 dias de inoculação ............................................. 27 
Fotografia 9 – Larvas com presença de micélio de C. militaris ........................................ 27 

Fotografia 10 – Crescimento do micélio após 10 dias de incubação na pupa (A) e em larva 

(B) de T. molitor .................................................................................................................. 28 

Fotografia 11 – Pupas tomadas pelo micélio após 15 dias de inoculação ......................... 28 
Fotografia 12 – Crescimento do micélio nas pupas após (A) 9 dias e (B) 12 dias ............ 29 

Fotografia 13 – Crescimento do corpo frutificado de C. militaris em besouro e em pupa de 

T. molitor ............................................................................................................................ 30 

Fotografia 14 – Larvas de T. molitor comerciais (Vitale) ................................................. 31 
Fotografia 15 – Meio enriquecido com farinha de T. molitor ........................................... 32 

Fotografia 16 – Meios enriquecidos com T. molitor após 6 dias de inoculação ............... 32 
 

Tabela 1 – Composição da larva comercial Vitale de Tenebrio molitor ........................... 19 

Tabela 2 – Quantidade dos reagentes para o meio líquido adaptado de Milovanović et al., 

(2014) .................................................................................................................................. 20 

Tabela 3 – Formulações dos meios utilizados ................................................................... 24 
 



 

LISTA DE SÍMBOLOS 

C Carbono 

Mg Magnésio 

Na Sódio 

H Hidrogênio 

SO4 

O 

NO3 

K 

Sulfato 

Oxigênio 

Nitrato 

Potássio 

 
 

 



 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................ 13 

2 OBJETIVO ................................................................................................... 14 

2.1 Objetivo geral................................................................................................ 14 

2.2 Objetivos específicos ..................................................................................... 14 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ..................................................................... 15 

3.1 Cogumelos medicinais................................................................................... 15 

3.2 Cordyceps militaris ........................................................................................ 16 

3.3 Cultivo do Cordyceps militaris ...................................................................... 17 

3.4 Degeneração do Cordyceps militaris ............................................................. 17 

3.5 Tenebrio molitor ............................................................................................ 18 

4 METODOLOGIA ......................................................................................... 20 

4.1 Materiais biológicos ...................................................................................... 20 

4.2 Cultivo do Cordyceps militaris ...................................................................... 20 

4.3 Cultivo no Tenebrio molitor .......................................................................... 22 

4.4 Meio constituído por T. molitor .................................................................... 24 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES ................................................................. 25 

5.1 Meios padrões ............................................................................................... 25 

5.2 Cultivo em larvas e pupas ............................................................................. 27 

5.3 Meios enriquecidos com Tenebrio molitor .................................................... 31 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS ........................................................................ 34 

REFERÊNCIA 35 

 

 



13 

 
 

 

1 INTRODUÇÃO 

Cordyceps militaris é um cogumelo popular na medicina tradicional chinesa, sendo 

consumido pelo homem há vários séculos, e por ser o principal substituto de Cordyceps sinensis 

(GUI et al., 2008). O C. militaris é um fungo do gênero ascomiceto que parasita artrópodes, 

capaz de produzir diversos compostos bioativos, como cordicepina (Kang et al., 2014), 

cordicerebrosídeo (CHIU et al., 2016), cordimina (WONG et al., 2011), polissacarídeos (SUN 

et al., 2018) e ergosteróis (NALLATHAMBY et al., 2015), que lhe conferem propriedades 

farmacológicas como anti-inflamatória (JEONG et al., 2010; SMIDERLE et al., 2014), 

antitumoral (LIM et al., 2004; DONG et al., 2013), antioxidante (YU et al., 2007) e 

imunomodulatória (LIU et al., 2016).   

O interesse da população pelas propriedades farmacológicas aumentou a demanda por 

este fungo. Porém, o Cordyceps militaris sofre uma rápida perda de sua atividade metabólica 

em escala laboratorial a cada repique realizado o que dificulta sua utilização em escala industrial 

(YIN et al., 2017 apud HAN et al., 2009; LOU et al., 2019).  

Yin et al., (2017), revelaram que cepas in natura apresentam taxas de degeneração 

genética significativamente menores que as cultivadas em laboratório. Tendo em vista que os 

insetos são o hospedeiro original deste fungo, o presente estudo visa entender e minimizar a 

degeneração que as cepas sofrem durante sucessivos repiques, utilizando de artrópodes como 

meio para manutenção genética, com possibilidade de apresentar uma melhora da cepa ao 

retornar ao meio de cultivo natural (inseto). 

 O inseto Tenebrio molitor, conhecido comumente como bicho-da-farinha, é rico em 

nutrientes e muito utilizado para nutrição animal, e nos últimos 10 anos avaliado para nutrição 

humana (RAVZANAADII et al., 2012; HEIDARI-PARSA et al., 2018). 

Por este motivo, é propício para utilização como meio de cultivo para o C. militaris. 

O estudo de Sato et al., (2002) e as patentes CN108184540 e CN105557312A, apresentaram 

resultados satisfatórios do crescimento de Cordyceps sp., porém sem a realização de um estudo 

genético para avaliação do desempenho da cepa, quanto à degeneração durante seu sucessivos 

repiques. 

Portanto, o objetivo deste estudo consistiu em desenvolver uma metodologia de cultivo 

de Cordyceps militaris em Tenebrio molitor, que evite a perda de suas funções biológicas 

básicas e industriais, apresentando características de cor e frutificação esperados para esta cepa. 

Objetiva-se que esta metodologia possa promover mais resistência à degeneração durante os 

repiques feitos em laboratório, gerando cepas mais estáveis. 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver uma metodologia de cultivo de Cordyceps militais utilizando como 

substrato larvas e pupas de Tenebrio molitor para geração de geração de cepas mais resistentes 

contra a degeneração genética do fungo. 

2.2 Objetivos específicos 

 Desenvolver uma metodologia de inoculação de C. militaris em larvas e pupas 

de T. molitor; 

 Avaliar diferentes metodologias de incubação; 

 Testar a suplementação do meio basal de C. militaris com farinha de Tenebrio 

molitor. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Cogumelos medicinais 

A busca por produtos naturais e de origem sustentável tem crescido exponencialmente, 

(REDAÇÃO ECONOMIA SC, 2021; ABERJE, 2022), hoje o consumidor tem uma maior 

preocupação em consumir e utilizar produtos naturais, devido seus inúmeros benefícios. E 

cogumelos são um ótimo exemplo desses produtos, já que são altamente ricos em nutrientes, 

tais como antioxidantes, como carotenoides, compostos fenólicos, vitaminas do complexo B 

(B1, B2, B12), ácido ascórbico (vitamina C), vitamina D e tocoferóis (vitamina E), 

aminoácidos, sendo os mais abundantes, ácido glutâmico, ácido aspártico, arginina, valina, 

leucina e lisina, polissacarídeos e lipídeos, além de produzirem compostos bioativos que em 

sua maioria são metabólitos secundários (MANZI et al., 1999; REIS et al., 2012; MARÇAL et 

al., 2021). 

Assim, o consumo dos mesmos na última década tem sido bastante difundido não 

somente no mundo ocidental como também no Brasil (GUIMARÃES, 2017); mas 

principalmente por possuírem glucanas em suas paredes celulares, como respostas biológicas 

de defesa, colaboram para melhorar a resistência do nosso organismo, como evitar o 

crescimento de tumores, induzir a produção de interferon e destruir células tumorais 

(EMBRAPA, 2003; SILVA, 2006). E mais recentemente, em formas de suplementação 

alimentar, por produzir compostos de interesse farmacológico, devido suas propriedades 

medicinais (KAKON et al., 2012).  

Podemos citar outros cogumelos medicinais que são utilizados para promover o 

sistema imunológico e cofatores a drogas fitoterápicas como o Reishi (Ganoderma lucidim), 

Turkey Tail (Trametes versicolor), Maitaka (Grifola fondosa), Chaga (Inonotus obliquus) e o 

gênero Cordyceps (TORRES, 2021; JONG et al., 1992; ABASCAL et al., 2007; MAYELL, 

2001; JAYACHANDRAN et al., 2017). Uma das principais espécies do gênero Cordyceps 

estudados é o Cordyceps militaris por ser o principal substituto para o Cordyceps sinensis; ele 

é conhecido na medicina tradicional chinesa devido suas características bioquímicas e 

propriedades medicinais semelhantes ao C. sinensis. (Gao e Wang 2008; Yue et al., 2008; Dong 

et al., 2012).  
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3.2 Cordyceps militaris 

Os fungos do gênero Cordyceps, pertencem a classe dos ascomicetos, possuindo mais 

de 500 espécies descritas como patógenos de artrópodes, popularmente conhecidos como 

fungos zumbis. O Cordyceps militaris (Figura 1) é caracterizado por possuir corpos de 

frutificação sexual que se formam em seus hospedeiros, gerando estruturas de coloração 

alaranjada que dão ao fungo o comum nome de “pupa grass” na China, possui tamanho varável 

de 1 – 8 cm, sendo um fungo filamentoso (ZHENG et al., 2011). Este cogumelo, apresenta 

diversas propriedades farmacológicas como anti-inflamatória (JEONG et al., 2010; 

SMIDERLE et al., 2014), antitumoral (LIM et al., 2004; DONG et al., 2013), antioxidante (YU 

et al., 2007) e imunomodulatória (LIU et al., 2016). Na Ásia pode-se encontrar a 

comercialização do grama do cogumelo em suplementos alimentares por volta de 5,8 dólares 

(CHIU et al., 2016). 

 

Fotografia 1 – Corpo frutificado C. militaris cultivado em laboratório 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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3.3 Cultivo do Cordyceps militaris 

O cultivo em laboratório do C. militaris pode ser realizado em meio líquido, a exemplo 

do meio adaptado de Milovanović et al., (2014). A composição deste meio utiliza 10 g de 

dextrose (C6H12O6), 2 g de nitrato de sódio (NaNO3), 1 g de fosfato de potássio (KH2PO4), 1 g 

de fosfato de sódio (NaH2PO4), 0,5 g de sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O) e 2 g de extrato 

de levedura (Tabela 2), para o preparo de 1 L de meio. 

Outro meio utilizado neste estudo, baseou-se no estudo de Cerri (2021), no qual utiliza-

se 3,25° Brix de melaço de cana-de-açúcar, como fonte de carbono, 16,25 g de extrato de 

levedura, 8 g de peptona e 4 g de fosfato de potássio (KH2PO4) para preparo de 1 L de meio. 

Para cultivo sólido é utilizado o meio Ágar Batata Dextrose (ABD). 

3.4 Degeneração do Cordyceps militaris 

No estudo de Lou et al., (2019) foi realizada uma revisão da literatura com objetivo de 

ilustrar mudanças fenotípicas após a degeneração do fungo, focando em fatores ambientais e 

genéticos. No estudo de Yin et al., (2017), identificou-se que as cepas perderam a capacidade 

de produzir corpos frutificados (cogumelo) gradativamente, a partir da terceira replicação ou 

produziram corpos deformados a partir da quarta replicação (Figura 2). Os autores também 

sugeriram que a degeneração das cepas de C. militaris estudadas podem estar associadas a um 

gene envolvido na biossíntese de toxinas, no metabolismo energético, metilação do DNA e na 

remodelação cromossômica.  

A predição é que o tamanho total do genoma de C. militaris tenha um tamanho total 

de 32,2 Mb e mais de 9.684 genes. Nesse mesmo trabalho o autor relata que mutações 

aconteceram em regiões do gene mating-type (MAT), infraregulando níveis de expressão 

gênica, que possuem papel importante na degeneração do fungo.  
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Figura 1 – Cepas de C. militaris após repiques 

 

a – Normal, b – Capacidade fraca de produzir cogumelos, c – Corpos deformados, d – Com perda da 

capacidade de produzir cogumelos 
 

Fonte: Lou et al., (2019). 

 

3.5 Tenebrio molitor 

O Tenebrio molitor é um artrópode do gênero Tenebrio, comumente conhecido como 

bicho-da-farinha, pois afeta culturas de trigo e milho (AGRO LINK, 2022). Assim como os 

demais insetos holometabólicos passa pelo processo de metamorfose, sendo seus estágios: ovo, 

larva, pupa e o besouro (adulto), como mostra a Figura 3. A duração total do seu ciclo é em 

torno de 168 dias (podendo variar de acordo com a temperatura e disponibilidade de alimento). 

O T. molitor é rico em diversos nutrientes como carboidratos, proteínas, ácidos graxos 

e minerais essenciais (RAVZANAADII et al., 2012; SIEMIANOWSKA et al., 2013; 

HEIDARI-PARSA et al., 2018). Como já descrito na literatura e em patentes (SATO et al., 

2002; CN108184540; CN105557312A) a utilização do Tenebrio molitor como substrato para 

o crescimento do C. militaris é viável justamente por sua composição de macro e 

micronutrientes. 

 Sua criação e manutenção pode ser realizada em recipientes plásticos (tamanho 

sugerido: 40 × 30 × 25 cm) à 25˚C, sendo alimentados com farelo de trigo com adição de 

vegetais como fonte de água (SIEMIANOWSKA et al., 2013). Na Tabela 1 estão descritas as 

quantidades mínimas e máximas presentes na composição centesimal do T. molitor comercial.   
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Tabela 1 – Composição da larva comercial Vitale de Tenebrio molitor 

 Mínimo (g/kg) Máximo (g/kg) 

Umidade - 50 

Proteína bruta 550 - 

Extrato etéro 240 - 

Matéria fibrosa - 44 

Matéria mineral - 33 

Cálcio 0,3 0,5 

Fósforo 6 - 

Fonte: Vitale (2022). 

 

Figura 2 – Ciclo de vida do Tenebrio molitor 

 

Fonte: Adaptado de Home Science Tools (2022). 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Materiais biológicos 

Os materiais biológicos utilizados no presente estudo foram compostos pelas cepas de 

Cordyceps militaris: EST (CMIB - 202) da Coleção Microbiológica de Interesse 

Biotecnológico – UTFPR/PG, C1 (92B3CZ3316#3 x 92B6CZ1316#5), C2 (CDRTPLOXCH3# 

ZLCTCST117), C3 (DR3XDX2AB5WLCCCP1118) e C4 (CUB292BBC21316# 

55WL6COMB8D1118), adquiridas do Terrestrial Fungi (Warren, MI, Estados Unidos da 

América).  

4.2 Cultivo do Cordyceps militaris 

O cultivo do fungo foi realizado em meio adaptado de Milovanović et al., (2014),  para 

o meio líquido (Tabela 2), primeiramente, todos os reagentes são pesados em balança analítica 

(Edutec, JC–22OAB), e posteriormente são homogeneizados com água destilada, após, o meio 

é distribuído em erlenmeyers de 500 mL, sendo 200 mL de meio em cada, os bocais são 

fechados e leva-se os mesmos para a autoclave (Phoenix/AV75, Araraquara, SP, Brasil) por 

121 °C durante 15 minutos a 1 ATM, logo após o resfriamento, inocula-se, em fluxo laminar, 

e depois leva-se para a câmara de germinação (Tecnal/TE-391, Piracicaba, SP, Brasil) por 15 

dias, à 21 °C, sem luz, para o desenvolvimento e crescimento do micélio do fungo (Fluxograma 

1).  

 

Tabela 2 – Quantidade dos reagentes para o meio líquido adaptado de Milovanović et al., (2014) 

Componentes Concentração (g/L) 

Glicose 10,0 

Nitrato de Sódio 2,0 

Fosfato de Potássio 1,0 

Fosfato de Sódio 0,4 

Sulfato de Magnésio 0,5 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Fluxograma 1 – Metodologia de preparo e inoculação em meio líquido 

 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

 

Já para o meio sólido, o ABD (Ágar Batata Dextrose) é preparado conforme as 

instruções do fabricante e assim autoclava-se (Phoenix/AV75, Araraquara, SP, Brasil) por 121 

°C durante 15 minutos a 1 ATM, posteriormente, no fluxo laminar, transfere-se para as placas 

de Petri, espera-se a solidificação e é feita a inoculação das cepas, depois leva-se para a câmara 

de germinação, por 15 dias, à 21 °C, sem luz, para o desenvolvimento e crescimento do micélio 

do fungo (Fluxograma 2).  

 

Fluxograma 2 – Metodologia de preparo e inoculação em meio sólido ABD 

 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Em paralelo, foi realizado o cultivo do C. militaris em meio sólido contendo arroz 

integral como substrato para garantir a manutenção da cepa por meio de esporos e para 

verificação da funcionalidade desse meio. O meio é preparado pesando-se 13,2 g de arroz 

integral, 0,9 g de sacarose (C12H22O11), 0,25 g de amido de milho, 0,094 g de extrato de levedura 

e 60 mL de água destilada, após é homogeneizado, vedados com tampão de algodão e fechados 

com papel Kraft, e assim foram levados para esterilização em autoclave (Phoenix/AV75, 

Araraquara, SP, Brasil) por 20 minutos à 121°C e 1 ATM, após o resfriamento foi realizada a 

inoculação a partir de discos de 5 mm de diâmetro retirados de meio ABD completamente 

colonizados pelo fungo. O tampão foi novamente inserido no frasco e os mesmos foram 

encaminhados para câmara germinação à 21 ºC, sem iluminação até que o micélio colonizasse 

todo substrato. Após esse período a iluminação foi ligada por 12h por dia até o ápice da 

frutificação (quando o micélio reaparece na base do cogumelo, como apresentado na Figura 4). 

 

Fotografia 2 – Proliferação do micélio nos corpos frutificados de C. militaris 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

4.3 Cultivo no Tenebrio molitor 

A metodologia para cultivo no T. molitor, foi adaptada do estudo de Sato et al., (2002), 

que consiste na inoculação in vivo do micélio do fungo na larva e na pupa do inseto. 

Primeiramente, foram separadas as larvas das pupas do Tenebrio, colocando-os em placa de 

Petri (Figura 5).  
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Fotografia 3 – Larvas e pupas de T. molitor 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

Posteriormente, com auxílio de uma seringa de 1 mL, foi aplicado cerca de 0,1 mL do 

cultivo líquido de Cordyceps militaris nos mesmos, entre a primeira e segunda homocele 

(Figura 6) e assim, foram colocados dentro de um recipiente com papel toalha úmido e levados 

para a câmara de germinação para incubação por 10 dias, à 25 ° C, para o desenvolvimento do 

micélio. Após 10 dias, transferiu-se para um béquer com uma camada de musgo Sphagnum sp. 

(Figura 7). O meio deve ser úmido e fechado com parafilme para nova incubação, entretanto 

com fotoperíodo por 12 horas de luz no dia, na mesma temperatura por cerca de 45 dias.  

 
Fotografia 4 – Aplicação de Cordyceps militaris na pupa de T. molitor 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Fotografia 5 – Béquer com contendo com uma camada de musgo Sphagnum sp. 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

4.4 Meio constituído por T. molitor 

Primeiramente, as larvas, pupas e besouros de Tenebrio molitor já esterilizados foram 

triturados, em moinho de facas e a partir do pó obtido é preparado um total de 9 formulações 

de meios de cultivo líquido, adaptado de Milovanović et al., (2014), adaptado de Cerri (2021) 

e um meio apenas com Tenebrio molitor, sem suplementação. Nesses três meios foram 

realizadas três formulações em cada, alterando a concentração de farinha de T. molitor (10 g, 

15 g e 20 g) (Tabela 3). O mesmo processo de preparo, esterilização, inoculação e incubação 

foram realizados como já descritos anteriormente. 

 

Tabela 3 – Formulações dos meios utilizados 

 Meio adaptado Milovanović (2014) Meio adaptado Cerri (2021) Meio T. molitor 

Reagentes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Glicose 10 10 10 - - - - - - 

Nitrato de sódio 2 2 2 - - - 2 2 2 

Fosfato de potássio 1 1 1 4 4 4 1 1 1 

Fosfato de sódio 0,4 0,4 0,4 - - - 0,4 0,4 0,4 

Sulfato de magnésio 0,5 0,5 0,5 - - - 0,5 0,5 0,5 

Melaço de cana-de-açúcar - - - 32,5 32,5 32,5 - - - 

Extrato de levedura - - - 16,25 16,25 16,25 - - - 

Peptona - - - 8 8 8 - - - 

Farinha de T. molitor 10 15 20 10 15 20 10 15 20 

Fonte: Autoria própria (2022). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Meios padrões 

Nos meios de Cordyceps militaris, na Figura 8, temos os resultados do cultivo em meio 

líquido (A), o cultivo em meio sólido de ADB (B) e o cultivo em meio sólido composto por 

arroz (C). Onde todos tiveram crescimento como esperado, servindo como meios de 

manutenção e padrões para os demais experimentos. 

 

Fotografia 6 – Meios de cultivo de C. militaris 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Em meio ADB foi observado um envelhecimento da cepa após cerca de 40 dias, onde 

as bordas formadas pelo conjunto de hifas perceptivelmente perdiam a intensidade e formavam-

se orifícios, como bordado de renda, o que indicava o enfraquecimento da cepa. 

Outro indicativo da degeneração da cepa utilizada nesse estudo era a permanência da 

coloração branca quando colocada em 12 horas de luz por dia e umidificação constante. Isso 

foi percebido pois a cepa quando não se tornava alaranjada demonstrava mais dificuldades de 

frutificação (Figura 9).  
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Fotografia 7– Diferentes cepas de C. militaris após indução de frutificação por luz 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Em relação aos cultivos em meio líquido, foi possível observar que o meio adaptado 

de Milovanović et al., (2014), apresentava menor contaminação por sua composição sintética, 

porém como na Figura 10, o micélio obteve crescimento menor ainda que possuísse o mesmo 

tempo de cultivo que o meio otimizado de Cerri (2021), que é um meio complexo por conter 

melaço de cana de açúcar (subproduto da indústria sucroalcooleira). A desvantagem do segundo 

é que pelo mesmo motivo, a riqueza de nutrientes o torna propício a proliferação de diversos 

microrganismos, sendo necessário investigar uma otimização dos parâmetros de esterilização.  
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Fotografia 8 – Meios de cultivo após 10 dias de inoculação 

 

Fonte: Autoria própria (2020). 

 

5.2 Cultivo em larvas e pupas 

Primeiramente, realizou-se a reprodução das metodologias das patentes CN108184540 

e CN105557312A, onde foi necessário a adaptação da aspersão utilizada na patente 

CN105557312A, pelo gotejamento superficial nas larvas. 

 Após o período de incubação determinado pelas patentes, apenas em uma das larvas, 

inoculadas pela adaptação da patente CN105557312A, observou-se o crescimento do micélio 

(Figura 11), porém após cerca de 60 dias o desenvolvimento do corpo frutificado não aconteceu.   

 

Fotografia 9 – Larvas com presença de micélio de C. militaris 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Assim, uma nova metodologia foi testada a partir da pesquisa advinda de Sato et al., 

(2002), inoculando pupas e larvas, pela injeção do meio basal do fungo entre a primeira e a 

segunda homocele do artrópode. Foi observado que o fungo se propagou em 6 dias, em 

contrapartida neste presente estudo observou-se o crescimento do micélio apenas nas pupas 

após 10 dias (Figura 12). Após 23 dias de incubação, um enfraquecimento do crescimento foi 

notado, podendo indicar que as condições utilizadas por Sato et al., (2002) não sejam ideais 

para cepa (CUB292BBC21316# 55WL6COMB8D1118) utilizada, como também, podendo ser 

pela própria degeneração da cepa, que passou por repiques ao longo dos experimentos.  

 

Fotografia 10 – Crescimento do micélio após 10 dias de incubação na pupa (A) e em larva (B) de T. molitor 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

Assim, pela resposta anterior, decidiu-se realizar as aplicações apenas em pupas, 

realizando o mesmo processo de inoculação, mas adaptando a temperatura da metodologia de 

Sato et al., (2002) para 21 ºC, tendo após 15 dias uma maior proliferação do micélio (Figura 

13) comparado aos primeiros testes, indicando que para a cepa em questão a temperatura foi 

um fator decisivo para o crescimento. 

 

Fotografia 11 – Pupas tomadas pelo micélio após 15 dias de inoculação 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 
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Após 40 dias sem sinal de crescimento e prolongamento do fungo, teorizou-se a 

possibilidade que o líquido do interior da homocele pudesse não estar se propagando de forma 

eficiente, por isso foi desenvolvida uma metodologia alternativa baseando-se no estudo de Sato 

et al., (2002). Substituiu-se a injeção por uma incisão no inseto com agulha e realizado a 

imersão na cultura líquida contendo o fungo por cerca de 10 segundos, e os insetos expostos 

foram colocados em papel toalha úmido e após 10 dias não se realizou a mudança de recipiente, 

transferindo-os apenas para a câmara de germinação ajustada com fotoperíodo nas mesmas 

condições que as demais. Assim, após 9 dias, (Figura 14 A) e 12 dias, (Figura 14 B), se pode 

observar uma proliferação e desenvolvimento superior comparado com a metodologia anterior. 

 

Fotografia 12 – Crescimento do micélio nas pupas após (A) 9 dias e (B) 12 dias 

 

Fonte: Autoria própria (2021). 

 

A partir disto, pode-se gerar a hipótese de que o corte e imersão no líquido contendo 

fungo pode ter melhorado o acesso e fixação no inseto. Seguindo essa metodologia, após 59 

dias de incubação, obteve-se o seguinte resultado, (Figura 15), onde ocorreram a proliferação e 

início do brotamento do cogumelo, tendo algumas das pupas inoculadas, finalizado seu ciclo 

de desenvolvimento (besouro) e as demais completaram a proliferação de C. militaris ainda 

como pupas. Isso pode ter se dado pelo fato das pupas, quando inoculadas, se encontrarem em 

diferentes fases do ciclo de vida de Tenebrio molitor e esse não foi um dos parâmetros avaliados 

durante o estudo. 

No entanto, segundo a pesquisa de Morales-Ramos et al., (2016), as pupas de Tenebrio 

molitor possuem o teor de proteína de 60,2 % e o teor de proteína solúvel de 23% 

significativamente maiores do que em larvas que são 53,1% e 14,4%, respectivamente. 
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Entretanto, o conteúdo lipídico é 32,1% menor em pupas do que em larvas (35,9%), e as larvas 

têm mais ácidos graxos poli-insaturados (83,6 mg/g) enquanto pupas têm 56,6 mg/g mas têm 

um teor menor de ácidos oleicos (0,1 mg/g) e ácidos estéricos (6,1 mg/g) do que pupas (37,3 e 

12,3 mg/g, respectivamente). O teor de açúcar total não foi significativamente diferente entre 

pupas e larvas, com larvas possuindo uma maior concentração de frutose e as pupas uma maior 

concentração de galactose, glucosamina, glicose, manose e trealose.  

Ademais, no estudo de Dreassi et al., (2017), identificou que o teor de gordura, e a 

composição de ácidos graxos do Tenebrios, pode variar de acordo com a composição da 

alimentação e das condições de criação. Como também, variar de acordo com o estágio de 

desenvolvimento do artrópode, indicando que larvas e pupas têm um maior teor de gordura do 

que nos estágios adultos. Assim, a diferença da composição de cada estágio pode interferir no 

crescimento e consequentemente no desenvolvimento do fungo, podendo ser uma possibilidade 

avaliada em estudos futuros para o cultivo de Cordyceps militaris. 

 

Fotografia 13 – Crescimento do corpo frutificado de C. militaris em besouro e em pupa de T. molitor 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Além disso, essa metodologia foi a única que resultou no alaranjamento do micélio em 

fotoperíodo e aparecimento de pequenos corpos frutificados até o final do tempo deste estudo, 

não foi possível verificar o crescimento esperado para esse fungo como obtido por Sato et al., 

(2002) (Figura 16).  
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Figura 3 – Estroma em pupas de Tenebrio molitor. Barra de escala: 10 mm. 

 

Fonte: Sato et al., (2002). 

 

5.3 Meios enriquecidos com Tenebrio molitor 

Visto a dificuldade de frutificação em T. molitor vivos decidiu-se por avaliar a 

possibilidade de um enriquecimento com farinha em meio líquido. Para as formulações dos 

meios enriquecidos com Tenebrio molitor, optou-se por usar larvas desidratadas comerciais 

(Vitale, Brotas – SP) (Figura 17), para maior controle e padronização dos ensaios. 

 

Fotografia 14 – Larvas de T. molitor comerciais (Vitale) 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 
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Durante a preparação dos meios, notou-se que apesar da solubilização de grande parte 

da farinha de T. molitor a partir de agitação, ainda houve a formação de pequenos aglomerados 

do pó (Figura 18), o que pode ter influenciado na esterilização do meio, visto que 6 dias após a 

inoculação, foi necessário parar o experimento, pois houve a mudança da coloração e forte odor 

em todas as formulações, indicando provável contaminação e competição pelos nutrientes 

levando ao não desenvolvimento do micélio (Figura 19).  

 

Fotografia 15 – Meio enriquecido com farinha de T. molitor 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Fotografia 16 – Meios enriquecidos com T. molitor após 6 dias de inoculação 

 

Fonte: Autoria própria (2022). 
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Contudo, os resultados acima ainda se demostram inconclusivos, sendo necessário a 

repetição e adaptação das metodologias, podendo citar a utilização de um banho de ultrassom 

visando resolver a formação dos aglomerados formados durante a homogeneização do pó e a 

quebra da quitina do exoesqueleto do T. molitor, assim liberando os compostos necessários para 

o Cordyceps de forma facilitada. Outra sugestão é otimizar a relação entre tempo e temperatura 

na esterilização, visando a diminuir a microbiota inicial da farinha do inseto, visto sua 

composição centesimal é rica em nutrientes e possui cerca de 12% de umidade, 3 % de cinzas, 

34 % de lipídeos, 33 % de proteínas, 11 % de fibras e 5 % de carboidratos (CASTRO, 2021) 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Por meio do trabalho desenvolvido, podemos considerar que a cepa estudada 

demostrou potencial para o desenvolvimento do cogumelo, entretanto não houve progressão e 

prolongamento do corpo frutificado, que pode ser devido a algum fator essencial faltante na 

mimetização do ambiente do fungo, como temperatura, método de inoculação e contato do 

fungo ou forma de apresentação (esporulação). Portando, torna-se necessário a realização de 

testes com novas cepas para o cultivo de Cordyceps militaris em pupas e em larvas no inseto 

Tenebrio molitor, para confirmação da metodologia desenvolvida, como também dar 

continuidade a realização do sequenciamento genético, visando os marcadores referentes a 

degeneração do fungo, durante sua reprodução, ou seja, assim como proposto por Lou et al., 

(2019), realizar o screening e a identificação dos genes chaves envolvidos na degeneração de 

C. militaris, e fazendo o uso da engenharia genética para a modificação do genoma deste fungo, 

pode levar a construção de cepas de alta qualidade que serão fundamentais para a resolução 

deste problema bem como o desenvolvimento do mercado e escalonamento da produção de 

Cordyceps militaris.  
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