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O objetivo deste trabalho foi avaliar meios de cultura
liquidos, economicamente viaveis, a producgdo de
biomassa fungica e em promover a reciclagem de
residuos agroindustriais. Verificou-se se a
quantidade de biomassa produzida era suficiente
para substituir meios de cultivo sintéticos e constituir
inodculos a producgdo de matrizes, contribuindo para
a melhoria da tecnologia e diminui¢do de custos do
cultivo. Ainoculacao de isolados de Lentinula edodes
e Agaricus blazei foi realizada em meios liquidos
de cultura, constituidos de decéctos do substrato
residual do cultivo de Pleurotus spp e residuo de
folhas de estévia, usando-se como controle os
meios BD (batata-dextrose) e mineral,
respectivamente. O meio de cultura a base de
residuo do cultivo de Pleurotus spp obteve o melhor
desempenho na producdo de biomassa micelial de
L. edodes e desempenho semelhante ao meio
mineral tradicional para A. blazei. Assim, o meio
composto por residuo do cultivo de Pleurotus spp
constitui alternativa viavel a produgéo de biomassa
micelial dessas espécies.
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1INTRODUCAO

A demanda crescente por alimentos tem exigido a intensa busca de inovacdes tecnoldgicas
gue viabilizem economicamente a produgao agricola, tornando-a cada vez mais lucrativa. Entretanto,
a preocupacado com o meio ambiente em todos os setores da sociedade, torna necesséria a busca de
novas formas de desenvolvimento que conciliem crescimento econdmico com conservagéo dos recursos
naturais.

A intensificacdo da produgdo enfrenta dois limites: os efeitos ambientais e os recursos naturais
disponiveis. Portanto, a reciclagem de residuos agroindustriais € necessaria para a sustentabilidade,
seja ambiental ou socioecondmica. O aprimoramento dos processos de producao com a reciclagem
dos residuos, além de garantir o cumprimento de restricdes ambientais legais, gera renda e trabalho
(MEIRELLES e GONCALVES, 2001).

O micélio fungico é capaz de produzir enzimas que degradam residuos lignocelulésicos
provenientes da agroindustria, convertendo-os em nutrientes para o crescimento de cogumelos
comestiveis e de vegetais (CHANG, 1998). Essa caracteristica o torna particularmente interessante
para a producao de alimentos e de medicamentos com a possibilidade de utilizag&do de tecnologia
autossustentavel. Sdo alimentos de alta qualidade nutricional e de baixa caloria (MATTILA et al.,
2002).

O cogumelo do sol, Agaricus blazei Murril, por apresentar retorno econdmico rapido, e constituir
terapia complementar para varias doencas que causam imunodepresséao, tornou-se fonte de interesse
para produtores, pesquisadores e para a populagdo em geral. Por ser amplamente consumido em todo
o mundo devido as suas propriedades medicinais, esse cogumelo gera amplo campo de pesquisas na
area de cultivo, imunologia, radioprotecao e fitopatologia (FUJIMIYAet al., 1998; MIZUNO et al., 1998;
NAKAJIMA et al., 2002; DIAS, CARLOS e SCHWAN, 2004; SUZUKI et al. 2004; KOPYTOWISKI-
FILHO e MINHONI, 2006).

O interesse pelo cultivo de shiitake (Lentinula edodes (Berk.) Pegler) se deve nao so as suas
propriedades nutricionais e medicinais, mas ao seu apreciavel sabor, sendo apontado como o segundo
cogumelo mais consumido no mundo (RAJARATHNAM, SHASHIREKA e BANO, 1992). Os efeitos
medicinais de L. edodes tém sido extensivamente estudados (MIZUNO, 1995). A existéncia de grande
colbnia asiatica e a divulgagéo de suas propriedades na midia tém contribuido para incorporar seu
consumo ao habito alimentar brasileiro. O mercado é nitidamente comprador e a demanda do shiitake
cresce dia a dia, n4o obstante seu preco elevado (FIDALGO e GUIMARAES, 1985).

Considerando as caracteristicas nutricionais e medicinais do cogumelo-do-sol e do shiitake e
as perspectivas de mercado, este trabalho busca alternativas de composi¢éo de meios de cultura
liquidos que produzam biomassa fangica para producao de inoculo. Além disso, objetiva-se produzir
matrizes economicamente viaveis que promovam a reciclagem de residuos agroindustriais, substituindo
meios de cultivo sintéticos e contribuindo para a melhoria da tecnologia e diminuigdo de custos do
cultivo dessas espécies de cogumelos.

2 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual de Maringd, Parana, e as matrizes encontram-se preservadas.

Os isolados fungicos de A. blazei (JUN 17) e de L. edodes (L10) s&o provenientes de basidiomas
frescos, obtidos de produtor da regido de Maringa e de matriz cedida pela Universidade Estadual de
Londrina (Londrina, Parana) respectivamente. Os isolados foram repicados para meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) em placas-de-petri para producéo de indculos.

Prepararam-se quatro meios liquidos de cultura: a) meio liquido mineral (MM): 10,0 g de glicose,
1,25 g KH,PO,, 0,625 g MgSO,.7H,0, 1,25 g (NH,),SO,, 1,25 g CaCl, e 2,0 g extrato de levedura;

184 B.CEPPA, Curitiba, v. 27, n. 2, jul./dez. 2009



b) meio de batata-dextrose (BD) (BONONI et al. 1995); c) meio liquido de cultura a base de residuo de
folhas de estévia (MRS): 120 g de residuos de folhas de estévia secos ao sol, obtidos da Steviofarma
(Maringa - Pr), que ap0s extragdo dos edulcorantes foram levados a decocgdo em 1200 mL de dgua
deionizada, por 15 minutos. O decocto foi filtrado em tecido de algodao e acrescido de 12 g de agUcar
refinado e de agua deionizada até completar o volume final de 1200 mL; d) meio liquido de cultura a
base do substrato residual do cultivo de Pleurotus spp (MRP): esse substrato, seco ao sol, foi obtido
de produtores da regido de Maringa, apos trés meses do cultivo de Pleurotus spp em residuo de
algodéo. Procedeu-se a decoccao e a preparacao do meio liquido exatamente como descrito no item
anterior, mas sem acrescentar o agucar refinado. Em seguida, 50 mL de cada meio de cultura foram
distribuidos em frascos de vidro com capacidade de 500 mL e levados a autoclavagem a 1,5 atm e
121°C por 30 minutos (MM e BD) e por 90 minutos (MRS e MRP). Os meios de cultura MM e BD
constituiram controle para A. blazei e L. edodes, respectivamente.

Cada frasco, contendo os diferentes meios de cultura, apos a esterilizagdo, foi inoculado com
cinco discos (nove milimetros de diametro) de meio de cultura previamente colonizado por L. edodes
ou por A. blazei. As inoculacdes foram feitas assepticamente em Camara de Fluxo Laminar Continuo
e as culturas incubadas aleatoriamente no escuro a 25°C por 20 dias, sendo os frascos agitados a
cada trés dias para que todo o meio pudesse ser utilizado pelo micélio.

O pH dos diferentes meios de cultura foi medido por meio de pHmetro digital Micronal B222,
antes da inoculacéo (n=4) e apos 20 dias de cultivo (n=10) .

De acordo com a metodologia sugerida por MAZIERO e ZADRAZIL (1994), ao término do
experimento, os meios de cultura foram filtrados em papel filtro, previamente secos em estufa a 60°C
por 48 horas para obtencao do peso seco. O material retido no filtro foi levado a estufa a 60°C até
atingir peso constante. A biomassa micelial seca foi obtida pela diferencga entre o peso total e o peso
do papel de filtro.

O experimento foi realizado em esquema fatorial 2x3 (bhiomassa do cogumelo x meios de
cultura), com 10 repeticdes para cada espécie de cogumelo. Para analisar a variacao entre os
tratamentos utilizou-se a ANOVA unifatorial e o teste de Tukey (o = 0,05) para avaliar quais
tratamentos eram diferentes entre si. Apds a retirada do efeito do tipo de meio utilizou-se o residuo
da equacéo para verificar a correlacao entre a biomassa e o pH final do meio pela correlacao de
Pearson. As analises foram realizadas usando-se o programa estatistico SYSTAT 10.2 (SYSTAT
INC., 2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os substratos para o cultivo de cogumelos geralmente propiciam o desenvolvimento de
microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos (DORAN et al., 2005) que podem
ser patogénicos ao homem. No presente estudo, observou-se contaminagdo em um Unico frasco
contendo meio de cultura mineral trés dias apés a incubacao de A. blazei. Nos frascos em que foram
utilizados os meios alternativos ndo houve sinais de contaminac&o. Nenhum meio de cultura apresentou
sinal de contaminacao até o término do experimento nos frascos em que foi inoculado L. edodes. Ja
no experimento realizado com esse mesmo cogumelo, por ROSSI, MONTEIRO e MACHADO et al.
(2000), em bagaco de cana suplementado com farelo de arroz como meio de cultura houve contaminagéo
em diversos frascos. Isso mostra que meios alternativos, desde que adequadamente manipulados,
diminuem a probabilidade de contaminacéo da cultura e podem fornecer produto adequado ao consumo
humano.

A auséncia de contaminagéo é muito importante, pois a producao de matéria-prima para as
industrias alimenticias e farmacéuticas requer cuidados que garantam produto final de alta qualidade,
viabilizando seu consumo (FLEET e MIAN, 1987; DORAN et al., 2005).
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Aliadas a qualidade do produto final, as indUstrias buscam métodos altamente rentaveis e
sustentaveis em longo prazo. O meio de cultura preparado com folhas de estévia apresentou
menor producdo de biomassa de A. blazei. Houve diferenca de producéo de biomassa (F(2,26)=
7.917, p =0.002) entre os meios, sendo que o MRP (média de 0,435 + 0,188) apresentou quantidade
de biomassa semelhante ao MM (média de 0,477 + 0,131) para essa espécie (Figura 1a). Apesar
do MM produzir maiores valores de biomassa, a variacao da biomassa cultivada nesse meio foi
maior que a da cultivada em MRP. Portanto, o MRP apresenta maior previsibilidade de resultado,
caracteristica importante para a producdo comercial em grande escala. Além disso, MRP é
elaborado com o residuo da producao de Pleurotus ssp o que possibilita o cultivo combinado de
ambos os cogumelos, contribuindoi a reciclagem de materiais e permitindo maior margem de
lucro ao agricultor.

FIGURA 1 - BIOMASSA MICELIAL DE (A) Agaricus blazei E (B) Lentinulaedodes
PRODUZIDA EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA
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MM = Meio mineral; MRP = Meio a base do substrato residual do cultivo de Pleurotus spp; MRS = Meio a base de residuo
de estévia (MRS); BD = Batata-dextrose (BD). Letras diferentes indicam diferenca significativa (¢=0.05) entre os tratamentos.

Os meios de cultura mostraram-se muito eficientes a producao de biomassa de A. blazei, pois
os valores encontrados foram bastante superiores aos de outros estudos. DONINI, BERNARDI e
NASCIMENTO (2006) utilizaram meios alternativos (soja, trigo arroz e milho) como suplementos do
meio de cultura de A. blazei. O meio que produziu maior quantidade de biomassa, apés 6 dias de
avaliacéo, foi o suplementado com 20% de milho com média de 0,019 g. A projecéo desse valor para
20 dias resultaria em 0,063 g de biomassa, muito inferior a 0,435 g produzida pelos residuos de
Pleurotus spp no presente estudo.

Houve também diferenca de biomassa de L. edodes (F(w): 9,58, p=0,001) entre 0s meios,
sendo que o preparado com residuo do cultivo de Pleurotus spp apresentou em média biomassa maior
gue os outros meios testados (Figura 1b). O MRP produziu 67,88% de biomassa a mais que o BD.
Esses resultados indicam grande potencial do MRP para substituir os meios comumente utilizados,
com melhor aproveitamento e menores custos de cultivo dessa espécie de cogumelo.

Todos os meios inoculados com L. edodes apresentaram pequena diminuigdo de pH (Tabela 1). Na
Figura 2(a) pode-se observar que o pH final do MRS apresentou valores estatisticamente semelhantes ao
MRP, e menores que 0 BDA (F(m =20,713; p <0,001). Quando se retira o efeito do meio e se analisa a
relacéo entre o pH final e a biomassa, observa-se tendéncia negativa de correlagcéo entre esses fatores,
embora nao seja estatisticamente significativa (R =-0,33, p = 0,075). Por outro lado, os meios inoculados
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com A. blazei sofreram pequeno aumento de pH (Tabela 1). AFigura 2 (b) ilustra a diferenca entre a média
dos pH finais nos diferentes meios testados, evidenciando que o MRP e o MRS apresentaram em média
pH final mais baixo que o MM (F, ., = 15,2, p <0,001).

(2.27)

TABELA 1 - MEDIA DOS VALORES DE pH INICIAL E FINAL DOS MEIOS DE CULTURA

Meio de cultura pH inicial pH final

MM 5,73 6,41

A. blazei MRS 5,62 5,79
MRP 5,67 5,73

BD 6,32 5,14

L. edodes MRS 5,62 4,56
MRP 5,67 4,73

FIGURA 2 - pH FINAL DOS MEIOS DE CULTURA
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MM = Meio mineral; MRB = Meio a base do substrato residual do cultivo de Pleurotus spp.; MRS = Meio a base de residuo
de estévia; BD = Batata-dextrose (BD) apés o cultivo de: a) A. blazei; b) L. edodes.
Letras diferentes indicam diferenga significativa (¢=0.05) entre os tratamentos.

Quando se retira o efeito do meio de cultura e se analisa somente arelacé@o entre o pH final e
a biomassa, néo se verifica correlagéo significativa (R = 0,282, p = 0,13). A diminui¢cao do pH ocorre
devido a liberacao de acidos fracos durante a degradacgéo do substrato e, por isso, espera-se que nos
meios com pH final mais acido ocorra melhor aproveitamento desse pelo micélio com maior producao
de biomassa.

As potencialidades econémicas do cultivo de A. blazei com L. edodes em razédo das
caracteristicas nutricionais e medicinais do micélio sdo iniUmeras, assim como os estudos de suas
propriedades medicinais. SORIMACHI et al. (2001a) compararam os estratos aquosos extraidos do
micélio e do basidioma de A. blazei e afirmaram que ambos ativaram a macrofagia, resultando na
inducao de citoquina. SORIMACHI et al. (2001b), em outro estudo, observaram a acgédo antiviral do
extrato aquoso do micélio de A. blazei em encefalite equina (Western equine encephalitis virus).
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Citam-se em relagéo a L. edodes, os polissacarideos que podem ser extraidos do seu micélio,
como o KS-2 que apresenta atividade antitumoral em ratos concomitante a inducao de interferon
e ativacdo de macrofagos (SUZUKI, OKUMURA e HIRAI, 1979) e o LEM (glicoproteina) extraido do
micélio apés sua maceracdo com o meio solido no qual o fungo cresceu vegetativamente.
Compostos do LEM e duas fragbes extraidas do mesmo, denominadas Lap e EP, apresentaram
atividade anticarcinogénica em animais e humanos, ativando o sistema imune do hospedeiro
(SUGANO et al., 1982).

Pesquisas que levem a producdo em larga escala de biomassa micelial em substituicdo ao
uso do basidioma em meios liquidos, produzidos por decoccao de residuos agroindustriais,
possibilitariam a producéo de alimento funcional em biorreatores e portanto, assépticos. Os biorreatores
reduziriam o tempo de producao e, possivelmente, os custos ao consumidor final, podendo-se utilizar
0 meio de cultura para extracao de polissacarideos com qualidades medicinais (MIZUNO, 1995).

O meio de cultura a base de residuo do cultivo de Pleutorus spp mostrou-se viavel a producao
das duas espécies estudadas. Esse meio, além de proporcionar o reaproveitamento de residuo do
proprio produtor de cogumelos, contribuindo para a redugéo do residuo final de producao poderia ser
implementado como cultura complementar rentavel ao produtor. No entanto, outros estudos devem ser
realizados com medi¢Bes temporais da producéo de biomassa durante periodo maior de tempo para
avaliar a eficiéncia do meio. Além disso, sdo necessarios estudos para observar o comportamento e
desenvolvimento do basidioma de cogumelo-do-sol e de shiitake a partir dessas matrizes em meios
liquidos.

4 CONCLUSAO

O meio de cultura liquido composto por residuo do cultivo de Pleurotus spp mostrou-se altamente
eficiente para a producéo de biomassa de L. edodes e de A. blazei, além de evitar contaminagdes
comuns em meios sintéticos.

ABSTRACT

BIOMASS PRODUCTION OF SUN-MUSHROOM AND SHIITAKE IN LIQUID CULTURE MEDIA WITH AGRO-
INDUSTRIAL RESIDUES

The objective of this work was to evaluate economically feasible liquid culture media for the production
of fungal biomass and to promote recycling of agro-industrial wastes. It was verified if the amount of
biomass produced was sufficient to substitute synthetic culture media and constitute inoculum for
matrices production, therefore improving the technology and reducing the costs of culture processing.
The inoculation Lentinula edodes and Agaricus blazei isolates was performed in liquid culture, media
constituted by decocts of the residual substrate of Pleurotus spp. culture and residue of stevia leaves,
employing as controls PD media (potato-dextrose) and mineral media, respectively. The liquid culture
media from residual substrate of Pleurotus spp. showed the best behavior in the production of mycelial
biomass of L. edodes and similar performance to the traditional mineral media for A. blazei. Therefore,
the media consisted of Pleurotus spp. culture residue is a viable alternative for the production of mycelial
biomass of both fungal species.

KEY-WORDS: Agaricus blazei, Lentinula edodes, SUBMERSE CULTURE.
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