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RESUMO

GIL, lago. CULTIVO SUBMERSO DO FUNGO Hericium erinaceus: AVALIACAO
DO MEIO DE CULTIVO NA PRODUCAO DE BIOMASSA MICELIAL E
EXOPOLISSACARIDEO. 40 paginas. Universidade Tecnolégica Federal do
Parana 2023.

O fungo Hericium erinaceus tem despertado interesse na pesquisa em fungao
de suas propriedades terapéuticas e bioativas, que incluem atividade anti-
hiperglicémico, anticaricinogénica, anti-inflamatéria e efeitos positivos no
sistema cognitivo, especialmente em patologias como as doengas de Parkinson
e Alzheimer. O presente estudo teve como objetivo avaliar a producdo de
biomassa micelial e exopolissacarideos (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-agucar
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 estudado, havendo maior crescimento miscelial nos
meios Minimo de Vogel e Mineral Basal. Por outro lado, apenas o Meio Mineral
Basal proporcionou a produgao 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 absorgdo 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 ligagdes glicosidicas com configuracado . A producao do EPS pelo
fungo estudado parece estar associada a composi¢ao do meio de cultivo, sendo

necessario estudos mais detalhados para a elucidacao de tal fenébmeno.

Palavras-chave: Hericium erinaceus; Exopolissacarideos; Fermentacao

Submersa; Biomassa.



ABSTRACT

GIL, lago. SUBMERGED CULTURE OF THE FUNGUS Hericium erinaceus:
EVALUATION OF THE CULTURE MEDIUM IN THE PRODUCTION OF
MYCELIAL BIOMASS AND EXOPOLISSACCHARIDE. 40 pages. Completion of
course work (B.A. in Chemistry) Federal Technological University of Parana,
2023.

The fungus Hericium erinaceus has aroused interest in research due to its
therapeutic and bioactive properties, which include antihyperglycemic,
anticarcinogenic, anti-inflammatory activities and positive effects on the cognitive
system, especially in pathologies such as Parkinson's and Alzheimer's diseases.
The present study aimed to evaluate the production of mycelial biomass and
exopolysaccharides (EPS) by the fungus Hericium erinaceus (AT-BIO-301 strain
107001) in different culture media. Submerged cultures using Vogel's Minimum,
Mineral Basal and Sugarcane Molasses media were carried out in shaken flasks
in a shaker incubator (20 °C, 150 rpm for 144 hours). The results showed that the
fungus was able to grow in all culture media studied, with greater miscellaneous
growth in Vogel's Minimum and Mineral Basal media. On the other hand, only the
Basal Mineral Medium provided the production of exopolysaccharide (EPS) by
the fungus (0.8 g/L). High content of proteins (15.2 g/L) and minerals (5.38 g/L)
and low content of lipids (0.2 g/L) were found in the produced mycelial biomass.
Absorption bands in the infrared (IR) region typical of carbohydrates (3450 cm-,
3300 cm™, 2960 cm™, 2928 cm™, 2852 cm™, 1651 cm™', 1462 cm™, 844 cm™", 618
cm™ and 543 cm-') were found in the Fourier transform infrared spectroscopy
analysis. The results of the FTIR analysis suggest that the monosaccharides
present in EPS are possibly linked by glycosidic bonds with B configuration. The
production of EPS by the fungus studied seems to be associated with the
composition of the culture medium, requiring more detailed studies to elucidate

this phenomenon.

Keywords: Hericium erinaceus. Exopolysaccharides. Submerged fermentation.

Biomass.
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1 INTRODUGAO

O Fungo basidiomiceto Hericium erinaceus, também conhecido como
cogumelo juba de ledo, cabega de macaco, Yamabushitake ou barba branca (LI
et al., 2018), tem recebido destaque em estudos na area de alimentos por sua
versatilidade para insercdo em produtos alimenticios e propriedades
terapéuticas, as quais incluem beneficios ao sistema nervoso central,
imunolégico e gastrointestinal (MIZUNO, 1999). O fungo apresenta
potencialidades biolégicas como atividades antitumorais, anti-hiperglicémicas,
anti-oxidativas e neuroregenerativas, o que tem atraido a atengdo no ambito
industrial (WANG; LUO; LIANG, 2004). A produgao de moléculas bioativas como
lactonas, esteroides, alcaloides, hericerinas, glicoproteinas, B-glucanas, o-
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 frutificacdo) Hericium
erinaceus promove diferentes beneficios a saude (MIZUNO, 1999). Pesquisas
tém associada a producido de substancias bioativas semelhantes a indutores
neurotroficos, o0s quais sdo aplicados em tratamentos de doencas
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, esclerose multipla, entre outras
(LI et al., 2018).

Outro aspecto que merece destaque em relagcéo a potencialidades de uso
do fungo € a biofortificagdo, uma estratégia que busca aumentar o conteudo de
nutrientes em alimentos. A biofortificagdo comumente tem sido obtida através de
praticas agricolas e modificacdo genética das culturas. Mais recentemente,
biomassas microbianas enriquecidas com diferentes nutrientes tém sido obtidas
a partir de cultivos submersos em meios contendo elevados conteudos de tais
nutrientes. Neste contexto, a prospeccao do fungo Hericium erinaceus tem se
tornado uma area de interesse. O cogumelo ja é sugerido como uma nova fonte
viavel para biofortificacdo de Selénio, onde pesquisas buscam combinar as
propriedades regenerativas neurotransmissoras inerentes ao fungo, com o
aumento de desempenho de processos fisioldgicos celulares provindos do
Selénio (HU et al., 2020).
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O trabalho propés avaliar diferentes meios de cultivo do fungo Hericium
erinaceus em cultura submersa e caracterizar a composigao proximal dessa
biomassa. O trabalho também avaliou a producdo de exopolissacarideo pelo

fungo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar diferentes meios de cultura para o cultivo submerso do fungo
Hericium erinaceus visando crescimento micelial e produgdo de

exopolissacarideo.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar meio de cultivo para melhor crescimento micelial;

e Avaliar o potencial do Hericium erinaceus para produgcdo de
exopolissacarideo em meio minimo de Vogel, meio mineral basal e meio
a base de melago de cana-de-agucar;

e Caracterizar a biomassa produzida pelo Hericium erinaceus em meio de
cultivo selecionado quanto a sua composigao proximal;

e Caracterizar o exopolissacarideo produzido por espectrometria na regiao

do infravermelho.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimentacao, Sociedade e Cultura

No Brasil pode-se identificar os primeiros sinais de deficiéncia na saude
publica durante o governo de Getulio Vargas, na segunda metade da década de
1930, época que foi associada com a extrema pobreza e praticas alimentares
irregulares para os grupos de maior risco (SILVA, 1995). Em 1940 é observada
as primeiras iniciativas para controlar e satisfazer as necessidades do
trabalhador e sua familia. Para isso foram promovidos servigos para instalagao
de refeitérios em empresas maiores, também precos menores de alimentos para
os trabalhadores e em 1950 foi elaborado programas de enriquecimentos
alimentares basicos apoiados pela industria de alimentos. Nesses programas
pode-se notar apoio para campanhas de merendas escolares, sob controle do
Ministério da Educacao (SILVA, 1995).

A influéncia de alimentos industrializados volta a ser discutido a partir de
2011, onde foi observado o aumento de consumo de alimentos com altos niveis
de acgucares, sédio, gordura, etc. por pré-escolares. Essa educagéao alimentar é
reflexo da influéncia de estilo de vida parental, onde a desinformacao da
alimentagao saudavel é repassada pela midia, escolas e entre outras vias de
comunicagao de jovens, consequentemente a educagao alimentar da populagao
se torna negligenciada (MARQUES; BEZERRA; SOUSA, 2020). A partir de 2016
€ decretado estado de alerta em paises de primeiro mundo pelo consumo
desenfreado de fast foods, alimentos ricos em sédio e agucares, e o reflexo dos
alimentos industrializados sdo observados no aumento significativo da taxa de
obesidade populacional, principalmente de criangas e adolescentes.

Para Paola Stefanutti, Klauck e Gregory (2018), a alimentagao se destaca
como sendo uma das atividades humanas mais importantes, uma vez que, além
da necessidade fisiolégica humana de se alimentar, este habito também esta
envolvido com aspectos sociais, culturais e econdmicos (STEFANUTTI;
KLAUCK; GREGORY, 2018). O distanciamento humano em relagéo ao habito
alimentar vem se tornando destaque em discussdes politicas, econdmicas e

sociais, observando que a industrializacdo é responsavel pelo desinteresse
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humano pela alimentacdo saudavel, buscando assim a alimentagao rapida e
pratica; o fast food. Em uma sociedade marcada pelo desempenho, resultados
rapidos, ritmos de vida acelerados e a adogao de cultura do imediatismo, os
alimentos processados tomaram espacgo nas dispensas de todas as familias
(MARQUES; BEZERRA; SOUSA, 2020).

Uma pesquisa qualitativa acompanhada pela pesquisadora Gwen
Chapman, associa alimentos ultraprocessados, popularmente conhecidos como
Junk Foods ao ganho de peso, prazer e amigos. Enquanto alimentos saudaveis;
Healthy Foods; sao associados com perda de peso e familia (SILVA et al., 2010).
Essa associagao é reflexo do individualismo social que vem sendo empregado
na cultura imediatista global. Alimentos naturais perdendo espago em prateleiras
para embalagens com propagandas chamativas, precos consideravelmente
maiores em produtos minimamente processados se tornam menos atrativos aos
baixos pregcos de alimentos superprocessados, entre outras situagcdes que
ilustram a adogao da cultura imediatista patrocinados por industrias, empresas e

outros que capitalizam o tempo da sociedade moderna (PELLERANO, 2017).

3.2 Super Alimentos

A busca do consumidor em um estilo de vida mais saudavel vem
aquecendo o interesse do mercado mundial desde o inicio do século XXI. Paises
da América Latina se comprometeram em reduzir a porcentagem da subnutricao
da populagdo onde o cenario de inseguranca alimentar se agravou durante a
pandemia ocasionada pelo COVID-19, aumentando em, aproximadamente, 15%
até 2021 em paises da América do Sul. Em contrapartida, também é observada
a luta relacionada ao excesso de peso onde foi observado também o crescente
aumento de pessoas com obesidade na América Central e do Sul desde 2015
(LUCAS et al, 2022a).

No mundo contemporaneo, a procura por métodos saudaveis visando
saude e estética vem se destacando, assim como pesquisas relacionadas aos
riscos do sedentarismo, subnutricdo e obesidade, tépicos que desde 1950, inicio
da terceira revolugao industrial, vem tomando importancia na pesquisa (REIS et
al, 2022).
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Alimentos ricos em compostos bioativos, antioxidantes, minerais e
vitaminas, conhecidos como superalimentos, vém se destacando entre a
pesquisa alimenticia desde 2015, como o agai, ora-pro-nobis, mirtilo, bagas goji,
etc (LUCAS et al, 2022b). Juntamente com as pesquisas envolvendo os
beneficios dos superalimentos, vém se destacando a técnica de biofortificacéao,
técnica que consiste em melhorar, por meio de engenharia genética, a produgao
de determinado nutriente no alimento ou até inserir a caracteristica de produgao
no produto alvo. Podem ser citados como exemplos alimentos tipicos da cultura
local como o feijao que, além de ser um item fundamental na mesa do brasileiro,
€ um alimento com uma excelente fonte de ferro, zinco e proteinas. Através
dessa informacao, a pesquisadora Thaisse Kessiane Teixeira Freitas analisou a
viabilidade da biofortificagdo do feijao-caupi para aumentar seu valor nutricional
para atender a demanda de alimentos com ferro e zinco e reverter a deficiéncia

desse consumo para a populagao brasileira (FREITAS et al, 2022).

3.3 Cogumelo Juba de Leao (Hericium erinaceus)

Os cogumelos comestiveis tem sido considerados como um tipo de
superalimento em fungao das diferentes funcionalidades bioldgicas (LIU et al
2021). (HAMZA et al 2023). Neste contexto, o ser humano tem buscado uma
vida saudavel, composta por métodos e alimentos mais naturais. Como uma
consequéncia, € nitido o crescimento regular da populagao idosa no Brasil € no
mundo.

Com o aumento da expectativa de vida e envelhecimento da populacao,
casos de deméncia tem ocorrido em maior escala, como constatado pela
Organizagdo Mundial da Saude em 2018. A principal queixa no comego da
deméncia é a falta de memodria, ndo percebida pela propria pessoa, mas pelos
individuos mais préximos (LARSON et al., 2016).

Em casos de deméncia, diagnosticada na forma mais avancada, os
medicamentos sao utilizados apenas para controlar os sintomas, ou seja, € uma

patologia irreversivel nesse nivel. Diante disso, novas terapias medicamentosas
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tém sido empregadas, pela possibilidade de retardamento ou diminuicdo das
manifestagdes (MARMOL et al., 2020).

O Cogumelo Juba de Leéo trata-se de um basicomiceto comestivel chinés,
vastamente empregado na medicina tradicional oriental ha séculos, como
remédio natural para inumeros problemas de saude. Ha alguns anos, estudiosos
e pesquisadores observaram que, esse cogumelo possui propriedades
nutricionais e medicinais que auxiliam na melhoria da saude e da fungéo
cognitiva do ser humano (ARAUJO et al., 2022).

Seus beneficios para o homem se evidenciam em possuir
impressionantes propriedades nootrépicas (“smart drugs” ou drogas da
inteligéncia, sdo substancias com agao cerebral, propicias a intensificar o foco,
a memoria, raciocinio e a atengado) para o cérebro, e sendo cada dia mais
utilizado, no Ocidente, destacando-se como um remédio natural em chas,
alimento e também suplementos (GHOSH et al., 2021).

Uma pesquisa divulgada na revista Biological & Pharmaceutical Bulletin,
em 2008, trouxe a descoberta de que o Cogumelo Juba de Ledo possui
compostos estimuladores do crescimento de células nervosas. Outro estudo do
mesmo ano, propagado pelo Journal of Agricultural and Food Chemistry apontou
que esse cogumelo pode proteger as células nervosas de substancias téxicas
(neurotoxicidade) como o glutamato (MATOS, 2023).

Em 2018, Frederic Meunierum da Australia, responsavel pelo estudo
realizado em laboratério, o qual foi publicado na revista Food and Function,
revelou que o extrato do cogumelo em questao, pode revigorar a memaoria € o
aprendizado em camundongos. O extrato de cogumelo e seus 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).

O estudo in vitro realizado com células de ratos, com a coautoria do Dr.
Ramon Martinez-Marmol, constatou que o extrato desse cogumelo colaborou
para diminuir os males gerados pela proteina beta-amiloide aos neurdnios, um
dos principais fatores da doenca de Alzheimer. Tal descoberta mostrou que esse
cogumelo pode ter eficacias antioxidantes e neuroprotetores em ratos. Contudo,

€ necessaria a intensificacdo de pesquisa com humanos, embora ja exista um
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caminho positivo a ser percorrido em busca do tratamento de patologias
neurologicas (MARMOL et al., 2023).

Nao é apenas para a memoéria que o Cogumelo Juba de Ledo é benéfico.
Segundo estudo divulgado pelo Journal of Agricultural and Food Chesmistry ha
inumeros outros beneficios, inferindo que o cogumelo é antibidtico, anti-
flamatdrio, anti-senescente, antidiabético, nefroprotetor, anti-hiperlipidémico,
cardioprotetor, anticarcinogénico e antifadiga, além de reforcar o sistema
imunoldgico e ser hepatoprotetor (MATOS, 2023).

Muitos estudos e pesquisas referentes aos beneficios supracitados foram
e estdo sendo realizados, uns somente em laboratorios, outros com seres
humanos como, por exemplo, em 2019, em se tratando do tratamento de
transtorno de humor. Os participantes possuiam dimensdes corporais maiores,
problemas com alimentacdo compulsiva, transtorno de sono e humor e
consumiram por dois meses o Cogumelo Juba de Le&o. Ao final desse periodo,
foi revelado que o cogumelo foi benéfico para os individuos com transtornos de
humor referente a depressao e ansiedade e ainda ajudou na qualidade do sono
dos mesmos (ARAUJO et al., 2022).

O Cogumelo Juba de Ledo tem sido investigado por meio de estudos
cientificos como suporte a saude geral do homem, como tratamento de inumeros
problemas voltados ao sistema nervoso e ao funcionamento cognitivo; contudo,
para utiliza-lo deve-se ter acompanhamento de profissionais da saude, pelo fato
de muitas de suas propriedades ainda necessitarem de mais pesquisas e
estudos, principalmente se o individuo fizer uso de outros medicamentos ou
mesmo tiver alguma comorbidade; para realmente se confirmar como benéfico
a qualidade de vida e bem estar do mesmo. Em suma, o uso do cogumelo pode
nao ser adequado para todos. Mas, o futuro da pesquisa a respeito do Cogumelo

Juba de Ledo é extraordinario.

3.4 Exopolissacarideos

Existem na natureza plantas e micro-organismos que segregam polimeros
chamados Exopolissacarideos (EPS). Os polissacarideos incluem os

homopolissacarideos e heteropolissacarideos. Os homopolisacarideos sao
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normalmente glicanas neutras, formados por apenas um tipo de monossacarideo,
como a levana ou a dextrana. Por outro lado, os heteropolissacarideos sao
constituidos por diferentes unidades monoméricas e sdo em grande parte
polianiénicos, em virtude da existéncia de acido urénico. Estes formados por
inumeros tipos de monossacarideos, como as gomas gelana e xantana, que
integram a maior parte dos exopolissacarideos (EPS) bacterianos (DONOT et al.,
2012).

Os EPS mais investigados sdo os de origem microbiana em razéo de
certas vantagens de obtengdo no que se referem as demais gomas, como:
producgao independente das situacgdes climaticas, viabilidade de uso de matérias-
primas regionais, maior agilidade na obtencdo do produto acabado e
necessidade de menor espaco de producido. Além do mais, exibem maior
constancia em suas propriedades fisico-quimicas pelo fato da particularidade do
microrganismo empregado e a perspectiva de um austero controle do processo
de fermentacdo, taxa de aeragdo, velocidade de agitacdo, pH, temperatura,
tempo de fermentagdo e composi¢cdo do meio de cultivo (SOUZA; GARCIA-
CRUZ, 2004).

Produzir EPS a partir de microrganismos € proveitoso, visto que produtos
oriundos de microalgas precisam de energia solar e aqueles produzidos com
base em plantas demoram de 3 a 6 meses. Ja a producao de EPS por
microrganismos ocorrem em curto espago de tempo, além dos EPSs serem
excretados para o meio extracelular, o que auxilia no processo de recuperagao
(isolamento) (FREITAS et al., 2011).

Os EPSs podem ser utilizados nas industrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia, gracas as suas diferentes propriedades bioativas e tecnoldgicas.
Essas propriedades incluem atividade antimicrobiana, antioxidante, antitumoral
e funcionalidade reoldgica, melhorando caracteristicas como textura e
viscosidade (YILDIZ; KARATAS, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Microorganismo e Matéria-prima

No presente estudo foi utilizado o fungo Hericium erinaceus AT-BIO-301
cepa 107001 (juba de ledo) comercializada pela companhia Tyholer Glickspilze,
Austria e fornecido por produtor local de cogumelos.

Os reagentes utilizados na pesquisa foram fornecidos pelo grupo de
pesquisa em Bioprocessos e Tecnologia de Alimentos (GTBio). Foram utilizados

reagentes com grau de pureza adequados em cada ensaio experimental.
4.2 Isolamento do Fungo

Uma pequena por¢ao do corpo de frutificacdo (basidioma/basidiocarpo)
fresco (Figura 1a) 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 refrigeracdo. Repiques sucessivos para meio

novo foram conduzidos de forma a ser obtida uma cultura pura (Figura 1b).

Figura 1 - Corpo de frutificagao (a) e micélio (b) do fungo Hericium erinaceus cultivado
em meio BDA

(2023).
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4.3 Cultivo Submersos do Fungo Hericium erinaceus

4.3.1 Preparo do in6culo

Uma algada de micélio fungico cultivada em meio BDA foi transferida para
frascos Erlenmeyer contendo 100 mL Meio Minimo de Vogel (MMV) e 20 g/L de
glicose. Os frascos foram cultivados em shaker por 144 horas, 20°C e 150 rpm
de agitacdo. O micélio crescido nos frascos (Figura 2a) foi separado do caldo
fermentado por centrifugagdo a 1500 x g por 20 minutos e lavado com agua
esterilizada (Figura 2b). A biomassa micelial foi suspendida em agua esterilizada

e homogeneizada em liquidificador.

Figura 2 — Preparo do inéculo do fungo Hericium erinaceus: (a) cultivo submerso do
micélio; (b) Biomassa micelial centrifugada
TR T

; |

e
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Fonte: Autoria propria (2023).

A biomassa micelial homogeneizada foi diluida com &agua destilada
esterilizada até a obtencao de leitura de 0,4 a 0,5 a 400 nm em espectrofotdmetro
(Perkin Elmer, Walthan, USA).

4.3.2 Cultivos em Meio Minimo de Vogel, Meio Mineral Basal e Meio a Base de

Caldo de Cana-de-Acucar

Cultivos submersos em Meio Minimo de Vogel (MMV), Meio Mineral Basal
(MMB) e Meio a Base de Caldo de Cana-de-agucar (MBC) foram conduzidos
para avaliar o crescimento micelial e possivel produgédo de exopolissacarideo

pelo fungo.
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As fermentagdes foram conduzidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL do meio em estudo e 10 mL de inéculo padronizado (item 4.3.1).
Os Meios Minimo de Vogel e Mineral Basal foram suplementados com 10% (v/v)
de solugao 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 acucares
totais em torno de 20 g/L. Os frascos foram incubados em incubadora orbital a
20°C por 144 horas sob agitagdo de 150 rpm. No final do processo a biomassa
micelial foi separada por centrifugagao (1500 x g, 30 minutos) do caldo
fermentado. A presenga de expolissacarideo (EPS) foi indicada pela precipitagao
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 KH2POsx,
2 g/L de MgS04.7H20 e 2 g/L de Peptona.

4.3.3 Perfil Fermentativo do Fungo Hericium erinaceus no Meio Pré-Selecionado

Apos selecdo do meio mais adequado para o crescimento micelial e
producdo de exopolissacarideo pelo fungo estudado foram conduzidas
fermentagdes submersas com objetivo de avaliar o perfil cinético do consumo do
substrato, crescimento micelial e producdo de EPS. As fermentagdes foram
conduzidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL em incubadora orbital (20°C, 150
rom por 144 dias) contendo 100 mL do meio pré-selecionado suplementado com
glicose (20 g/L) e 10 mL de in6culo padrao. A cada 24 horas foram tomadas
amostras (frascos de sacrificio em duplicada) e foram quantificadas biomassa

micelial e EPS.

4.4 Protocolos Analiticos

4.4.1 Quantificagdo da biomassa micelial e exopolissacarideo (EPS)

As biomassas miceliais obtidas nas fermentacdes foram lavadas com

agua esterilizada e secas até massa constante a 70°C para quantificacao
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gravimetrica. O sobrenadante de cada fermentagao (30 mL) foi misturado com
etanol 96°GL (90 mL) e mantido sob refrigeracao de 5°C por 24 horas para
precipitacdo do EPS, o qual apés a filtragcédo foi quantificado gravimetricamente

apos secagem (70°C) até massa constante.

4.4.2 Determinagao do Conteudo de Acgucares Totais

O consumo de substrato nas fermentagdes foi estimado através da
determinacao do conteudo de acgucares totais (AT) nos caldos fermentados. O
conteudo de AT foi determinado pelo método Fenol-Sulfurico (DUBOIS et al.
1956).

Curva padrao de glicose foi inicialmente preparada conforme Tabela 1:

Tabela 1 — Preparo da Curva Padrao de Glicose

Padrao glicose Agua Fenol Ac. sulfurico Concentragio
Tubos -8 destilada 5% concentrado glicose
(WL) (ML) (mL) (Hg)
Branco - 500 500 25 0
1 100 400 500 2,5 10
2 200 300 500 25 20
3 250 250 500 25 25
4 300 200 500 25 30
5 400 100 500 2,5 40
6 500 - 500 2,5 50

Padrao glicose (0,01g/100mL); Fenol 5 % (m/v)

Fonte: Autoria prépria (2023).

As leituras de cada ponto foram realizadas em espectrofotdmetro a 490

nm.
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Figura 3 — Coloragdo do meio reacional na determinagao de aguicares totais pelo método
Fenol-sulfarico
4 ,‘./ﬂa /4 A
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Fonte: Autoria prépria (2023).

4.4.3 Determinacdo da composigéo proximal da biomassa micelial

Para caracterizacao da biomassa micelial foram realizadas analises fisico-
quimicas da umidade, atividade de agua, residuo mineral (cinzas), lipideos e
proteinas.

A umidade foi determinada em triplicata, onde 5 g da biomassa foi seca
em estufa a 105°C até peso constante (AOAC, 2016). A quantidade de residuo
mineral (cinzas) foi determinada apds incineragdo da amostra em mufla a 550°C,
através do método gravimétrico (AOAC, 2016). A quantidade de proteina foi
determinada pelo método Kjeldahl, descrito por AOAC INTERNATIONAL, 2016,
utilizando o fator de conversao nitrogénio-proteina de 6,25. A determinagao de

lipideos foi determinada pelo método de extragcao Soxhlet (AOAC, 2016).

444 Parametros Fermentativos

No estudo cinético do cultivo submerso do fungo no meio selecionado
foram determinados os parametros fermentativos conforme as equagdes abaixo:

1) Fator de conversao de substrato em biomassa (rendimento) (Yxs)

Determinado pela razdo entre a quantidade de biomassa celular

produzida (X) e o consumo do substrato (S).

Y)S(— _ Biomassa celular(f)

consumo de substrato (ii)
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Fator de conversdo do substrato em exopolissacarideo (rendimento) (Y
pis)

Determinado pela razdo entre a quantidade de exopolissacarideos

produzida (P) e o consumo de substrato (S).

g
Exopolissacarideos (I)

P
YE =
consumo de substrato (%)

Produtividade volumétrica em biomassa micelial (Qx)

Determinado pela a razdo da biomassa celular produzida e o intervalo de

tempo correspondente.

biomassa celular (f)

Qx

- tempo de fermentacao (h)

Produtividade volumétrica de exopolissacarideo (Qp)
Determinado pela razdo entre a quantidade de exopolissacarideos

produzida e o intervalo de tempo correspondente.

g
exopolissacarideos (7)

Qp

- tempo de fermentagdo (h)

Percentual do consumo do substrato (Yc)

Determinado pela razdo do consumo do substrato ao longo do processo
de fermentacgao e a quantidade de substrato inicial.

(consumo de substrato (—%

Y= )) x100

substrato inicial (ng)

Taxa total do consumo de substrato (Qs)
Determinado pela razao do consumo de substrato e o intervalo de tempo

correspondente.

g
consumo de substrato (T)

Qs

- tempo de fermentacao (h)
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4.4.4 Espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourier
(IV-TF)

O espectro de Infravermelho com transformada de Fourier da amostra de
exopolissacarideo produzido foi obtido em espectrofotdmetro Frontier (Perkin
Elmer, USA) na faixa de regido de 4000 a 400 cm-!, com resolugédo de 4 cm”,

com 32 varreduras. Foi utilizado a técnica de dispositivo de discos de KBr.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Producgao de Biomassa Micelial pelo fungo Hericium erinaceus

A Tabela 2 e Figura 4 apresentam os resultados analiticos referentes a
producdo de biomassa do fungo Hericium erinaceus em Meio Minimo de Vogel
(MMV), Meio Mineral Basal (MMB) e Meio de Melaco de Cana-de-agucar (MMC).

O fungo Hericium erinaceus cresceu em todos os meios de cultivo,
destacando os Meios Minimo de Vogel e Mineral Basal, com produgdes de 9,95
g/L e 9,86 g/L de biomassa micelial, respectivamente. Em contrapartida, a menor
producdo de biomassa micelial foi observada em Meio a base de Melago de
Cana-de-agucar (6,92 g/L). Interessante destacar que foi observado produgao
de exopolissacarideo somente no meio MMB, sendo verificado um rendimento
de EPS de 0,04 g/g (Tabela 2). Este comportamento sugere que a composi¢cao
do meio de cultivo além de ter influéncia no crescimento micelial influencia
diretamente a producao de exopolissacarideo.

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

crescimento micelial e produgéao de EPS.

Tabela 2 - Perfil cinético do cultivo do Hericium erinaceus nos diferentes meios de
cultivo
Parametros fermentativos Meios de cultivo MMV MMB MMC

Px (g/L) 9,952 986° 6,920
Pr(g/L) 0,00 08 0,00
Y pis (9/9) 0,00° 0,042 0,00
Y ws (9/g) 0,522 0,512 0,46°
Qx(g/Lh™) 0,072 0,072 0,05

Qe (g/Lh™") ND 0,006 ND
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Qs (g/Lh™) 0,132 0,132 0,10°

Ye (%) 95,12 91,4° 93,62

MMV: Meio Minimo de Vogel; MMB: Meio Mineral Basal; MMC: Meio basico de Melago de
Cana-de-Acgucar. Px: Produgdo de biomassa micelial; Pr: produgao e exopolissacarideo
Yus: Fator de converséao de substrato em biomassa; Y s: Fator de conversao 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 nao
ha diferencga estatistica ao nivel de 95% (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2023).

Figura 4 — Histograma da produgdo de biomassa micelial e exopolissacarideos
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Similarmente ao observado com o crescimento micelial, os maiores
rendimentos em biomassa micelial (Yxs) 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 relagdo ao consumo
do substrato (fonte de carbono) a partir do parametro Y descrito na Tabela 2
observa-se que o fungo foi eficiente na assimilagdo dos acgucares
independentemente do meio de cultivo. Consumos superiores a 90% do
conteudo inicial de agucares totais foram encontrados em todos os meios. Este
comportamento indica que o fungo € habil em consumir tanto glicose como
sacarose, visto que glicose é o agucar presente nos meios MMV e MMB e a

sacarose € o principal agucar presente no MMC.
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5.2 Estudo Cinético do Cultivo Submerso do Hericium erinaceus Em Meio
Mineral Basal

O perfil fermentativo da producdo de biomassa micelial e
exopolissacarideo pelo Hericium erinaceus cultivado em Meio Mineral Basal

(MMB) é mostrado na Figura 5.

Figura 5 — Perfil fermentativo da produc¢édo de biomassa e EPS em Meio Mineral Basal.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Observa-se rapida assimilacdo dos substratos, sendo verificado um
consumo de 44,3% nas primeiras 48 horas de cultivo. A assimilagao 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 producido de EPS parece haver certa correlagdo entre crescimento da
biomassa e biossintese do EPS. Um perfil quase linear de crescimento celular é
observado ao longo do cultivo com maxima producdo de biomassa celular em
144 horas (8,52 g/L). Em relagdo a produgdo e exopolissacarideo, nao foi
observada a produg¢do nas primeiras 24 horas de cultivo. Apenas um pequeno
de acumulo de EPS (0,01 g/L) no meio foi verificado apds 48 horas de cultivo. A
producao de EPS ocorre, de fato, apds 48 horas, com maxima producao sendo
verificada em 144 horas (0,52 g/L). Este comportamento possivelmente pode ser
justificado em fungao da composicao do meio de cultivo. Muitos fungos passam
a produzir exopolissacarideos em condicdes de menor disponibilidade de
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nitrogénio ou mesmo de limitagdo. 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 limitagdo de nitrogénio no meio.

5.3 Composicao proximal da biomassa micelial

A composic¢ao proximal da biomassa micelial obtida no Meio Mineral Basal
(meio selecionado) esta descrita na Tabela 3. Elevado conteudo de umidade
(47,36 g/ 100 g) foi encontrado na amostra liofilizada. Este elevado conteudo
sugere elevada higroscopicidade da biomassa. Apreciavel conteudo de proteina
(15,20 g/ 100 g) e baixo conteudo de lipideo (2,0 g/ 100 g) também foi verificado.
Conteudos de até 25,45% de proteina e 6,44% de lipideos tem sido descrito no
corpo de frutificagdo do fungo Hericium erinaceus. LIU et al (2022). Importante
destacar que ha caréncia de dados sobre a composi¢cao proximal de biomassa
micelial de H. erinaceus cultivado em meio submerso.

A biomassa micelial também mostrou ser rica em componentes minerais
sendo verificado um conteudo de 5,38 g/ 100g. Conteudo similar tem sido

encontrado em corpo de frutificagao do fungo (SILVA 2021).

Tabela 3 - Composig¢ao 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)
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5.4 Analise Infravermelho do exopolissacarideo

Bandas de absorgéo 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 6). A banda de forte intensidade
nas regides de 3330 cm™" e 3450 cm™' é designada a vibragao de estiramento de
grupo de hidroxila, grupo este caracteristico em amostra de carboidratos
(FONSECA et al, 2020) (ACOSTA et al, 2020).

As bandas de absorgdo nas regides de 2928 cm-' e 2852 cm™ séo
atribuidas a estiramento simétrico e assimétrico de grupo metileno (C-H)
(ACOSTA et al, 2020), (FONSECA et al, 2020), (HOU et al, 2015),
respectivamente. A banda em 1651 cm™' é atribuida a vibragdo de estiramento
C=0 e a banda 1462 cm™' é causada pela vibragéo de estiramento C-H (ERMIS
et al, 2020). A banda em 1651 cm™! também pode estar associada a vibragéo de
flexdo do grupo hidroxila da agua adsorvida no polissacarideo (ACOSTA et al,
2020), (HOU et al, 2015). Na regido de 1124 cm™' uma banda de alta intensidade
€ observada e sugere que a estrutura monomérica (monossacarideo) do EPS é
constituida por um anel de piranose (vibragcao de estiramento C-O, e deformagao
C-O-H) (HOU et al, 2015), (NISSOLA et al, 2021). A absorgéo fraca na regiao
de 884 cm™' ¢ atribuida a ligacao glicosidica, possivelmente com configurago B
(C-1-H(B)) (ACOSTA,; et al, 2020), (CALEGARI et al, 2019),(MUHIDINOV et al,
2020). A banda em 618 cm' também pode estar associada a configuragao beta,
caracteristica em subunidades de acucar. A banda em 543 cm™' é atribuida ao

anel de piranose (C=0) e sua deformagao assimétrica (MA et al, 2018).
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Figura 6- Anadlise Infravermelho do exopolissacarideo produzidos em Meio Mineral Basal
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6 CONCLUSAO

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-agucar. Produgdo de
exopolissacarideo também foi verificada, entretanto, apenas no Meio Mineral
Basal. A biomassa micelial obtida apresentou elevado conteudo de proteinas e
minerais e um conteudo relativamente baixo de lipideos. A analise por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier mostrou bandas
tipicas de carboidratos na amostra e sugere que 0s monossacarideos presentes
no EPS possivelmente estejam unidos por ligagdes glicosidicas com
configuragéo 3. A producgdo do EPS pelo fungo estudado parece estar associada a
composi¢cao do meio de cultivo, sendo necessario estudos mais detalhados

para a elucidagao de tal fenébmeno.
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