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Resumo: O cultivo do cogumelo shiitake [Lentinula edodes (Berk.) Pegler], tem
sido amplamente estudado por diversos pesquisadores, devido as suas propriedades
nutricionais e medicinais. O presente trabalho teve como principal objetivo a produ-
¢do de micelio do cogumelo shiitake por fermentagio submersa. Um planejamento
composto central rotacional (PCCR) 2? com triplicata no ponto central foi utilizado
para determinar a influéncia dos parametros granulometria (mm) e percentagem de
bagago de magi sobre o crescimento do microrganismo L. edodes, sendo os resultados
avaliados pela Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). Em 7 dias de fermen-
tagdo, os resultados demonstraram que a percentagem de bagaco de magi foi o para-
metro de maior significancia (p=0,011), sendo que variagdes na granulometria nio
influenciaram significativamente (p>0,05) no processo de crescimento do cogumelo.
A maior produgdo de ergosterol (4,162 mg de Erg/g BS) foi obtida nas condig¢des de
1,936% de bagago de mag3 e granulometria entre 0,10 e 0,25 mm. O pH final da

fermentacio nestas condi¢des foi de 4,16.
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Abstract: Cultivation of shiitake mushroom [Lentinula edodes (Berk.) Pegler] has
been widely studied by many researchers due to their nutritional and medicinal pro-
perties. This work had as main objective the production of shiitake mushroom my-
celium by submerged fermentation. During the research we used a central composite
design (DCCR) 2% with triplicate at the central point to determine which parameters
influence the particle size (mm) and percentage of apple pomace on growth of the
microorganism Lentinus edodes. The results were evaluated by the Response Surface
Methodology (RSM), and for 7 days of fermentation, was obtained that percentage
of apple pomace was the parameter of greatest significance, and variations in particle
size did not influence the process of Mushroom growth in the range under study.
The higher production of ergosterol (4.162 mg of Erg/g BS) was obtained under the
following conditions: 1.936% of apple pomace and particle size between 0.10 and

0.25 mm. The final pH of the fermentation under these conditions was 4.16.

Key words: apple pomace; ergosterol; Lentinula edodes; shiitake; submerged fermen-

tation.
1 Introdugio

A cultura da magi, concentrada na Regido Sul, vem apresentando destaque en-
tre as frutas de clima temperado por apresentar expansio significativa nos Gltimos
30 anos. Entretanto, na comercializagdo das magis, a etapa de classificagdo gera um
descarte de 15 a 30% de frutas que nio alcangaram o padrio exigido para o consumo,
apresentando algum defeito de ordem fisica, fisiologica e/ou fitopatologica, sendo
dessa forma, destinados ao setor industrial para a elaboragio de sucos, vinhos, desti-
lados e vinagres [1, 2].

Além disso, o principal subproduto do processamento da mag3, o bagago, repre-
senta de 20 a 40% da matéria-prima em fung¢io do nivel tecnoldgico adotado [3], e
contém 11,4% de proteina, 3,7% de lipideos, 1,8% de cinzas e 70,9% de carboidratos,
fracio constituida de 38,3% de agticares neutros, 27,4% de acido urdnicos e 5,2% de
amido [4], e ainda, o bagago fresco de mag3 apresenta de 10 a 15% de pectina em base

seca [5, 6]. Trata-se de um material altamente instavel do ponto de vista microbiolo-
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gico, com elevado contetido de compostos fermentaveis, e seu descarte pode acarretar
impacto ambiental. Entretanto, este residuo demonstra-se excelente para fins biotec-
noldgicos compreendendo: a produgio de etanol, aromas, gis natural, acido citrico,
pectinas, enzimas e cogumelos, além de outros processos como extragio de fibras e
carvio vegetal [7].

Alguns compostos presentes nos cogumelos sio bioativos, tais como o ergosterol,
acido linoléico, fibras e hemiceluloses. Pesquisas tém demonstrado a ag3o antitumo-
ral da molécula do ergosterol e seus derivados. Takaku e colaboradores relataram
atividade antiangiogénica induzida por tumores solidos ap6s aplicagio do ergosterol
isolado do corpo de frutificagdo de A. brasiliensis 8].

Os efeitos detectados e atribuidos ao cogumelo incluem agio anticancerigena,
antiangiogénica, antimutagénica e, de uma forma geral, englobam sua atividade es-
timulante, com agio moduladora sobre o sistema imunologico [9]. As substancias
presentes no corpo de frutificagio e no micélio podem ser a chave para o enten-
dimento do efeito sobre varias vias metabdlicas, pois o cogumelo demonstra outras
propriedades medicinais, como atividade antiviral, antioxidante, antibactericida, anti
herpes, etc [10].

O consumo regular de cogumelos promove o bem estar por estimular a home-
ostasia do organismo e, em fung¢io das inimeras potencialidades biotecnoldgicas, o
cogumelo tem despertado o interesse da inddstria farmacoldgica e alimenticia. Com
importante valor nutricional, possui quantidade de proteinas quase equivalente a da
carne e acima de alguns vegetais e frutas, ricos em vitaminas, sais minerais, ferro, cal-
cio, fibras, com baixo teor de gordura e carboidratos e, devido as suas caracteristicas,
pode ser usado em dietas de baixo teor calérico [10, 11]. As pesquisas atuais apontam
o potencial do emprego de diversos cogumelos como alimento nutracéutico [12].

Diversos substratos e residuos tem sido testados para produgio submersa de mi-
célio de varias espécies de cogumelos com Lentinula edodes, Agrocybe cylindracea,
Pleurotus ostreatus, entretanto existe pouca informagio sobre o uso de produtos de-
rivados de mag3 utilizados como substrato na produgio de micélio de cogumelos
[13-15].

Quanto aos valores terapéuticos e nutricionais, varios estudos realizados em insti-
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tutos de pesquisa do Japio e Estados Unidos tém demonstrado o valor medicinal e te-
rapéutico do Shiitake. Componentes biologicos deste cogumelo induzem a produgio
do interferon que potencializa o sistema imunoldgico do individuo. Possuem agio
contra bactérias, virus e fungos, além de apresentarem propriedades anti-tumorais
(lentinan) e capacidade de abaixar os niveis de colesterol do sangue (eritadenina). O
conteudo elevado de proteinas e a baixa concentragio de gorduras fazem do Shiitake
uma fonte alternativa de proteinas em relagdo aos alimentos de origem animal. Em
geral, os cogumelos apresentam duas vezes mais proteinas que os aspargos e couves,
4 vezes mais que as laranjas e 12 vezes mais que as magis [16].

Considerando a expansio do cultivo de shiitake em locais diferentes do seu habi-
tat natural, o crescimento da demanda do seu consumo e sua produgio tradicional
em troncos de Eucalyptus spp., ha necessidade da investigagio sobre a utilizagio de
substratos alternativos de facil disponibilidade e a introdugdo de novas técnicas para
o cultivo que promovam rapido crescimento micelial. Visando acelerar o processo
de desenvolvimento e produtividade do mesmo, este trabalho analisou o crescimento
pela produgio de ergosterol.

Objetivou-se avaliar a influéncia da granulometria e da percentagem de bagaco
de magd na produgdo de ergosterol de L. edodes por fermenta¢io submersa afim de

otimizar a produgio do fungo [17].
2 Material e métodos

2.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado na pesquisa foi o Lentinula edodes, o qual foi isolado
a partir de uma cultura comercial, adquirida no mercado Municipal de Curitiba, PR,

que se encontra disponivel na Micoteca do Laboratério de Cultivo de Cogumelos do
Departamento de Engenharia de Alimentos da UNICENTRO.

2.2 Manutengio e repique do micro-organismo

A cepa foi mantida em tubos de ensaio contendo meio batata dextrose agar -

BDA, e repicada trimestralmente. O micélio do cogumelo foi repicado em placas de
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Petri contendo BDA e incubado a 30 °C durante 15 dias.

2.3 Preparo do indculo

O inéculo foi preparado em Erlenmeyers com meio padrio contendo: glicose (20
g.L71), extrato de levedura (3,95 g.L~1), MgSO,.7H,0 (0,3 g.L 1), e K,HPO,.3H,0O
0,5 g.L71); com pH ajustado a 6,0 (£0,2) em potenciémetro com NaOH 0,1 mol/L,
esterilizados a 121 °C por 15 min [18]. Foram inoculados cinco pedagos (1 cm?) de
agar com micélio do cogumelo em 50 mL de meio e incubados a 30 °C a 120 r/min
por 7 dias. O micélio foi separado do caldo por filtragio em tela (malha de 0,5 mm?)
e com auxilio de uma espatula passada através da tela com 50 mL de agua destilada
esterilizada. Esta suspensio de micélio foi usada na concentragdo de 6% (v/v) na

etapa de fermentag3o.

2.4 Obtengio das magis

As magis da variedade Fuji foram fornecidas pela Empresa de Pesquisa Agrope-

cuaria e Extensio Rural de Santa Catarina - EPAGRI.

2.5 Preparo do substrato

Foram utilizados 4,0 kg de magis da cultivar Fuji, lavadas e sanitizadas (50 ppm
de hipoclorito de sédio durante 20 min seguido de enxague com agua potavel). As
frutas foram cominuidas em processador de alimentos (METVISA-MPA). A massa
triturada foi prensada (3,0 kgf/cm?) durante 1 min (Prensa Hidraulica Eureka, 15
cm?ton). Apéds a operagio de prensagem o material sélido resultante, denominado
de bagaco de maci, foi lavado em agua corrente e colocado para desidratagdo em es-
tufa com circulagio de ar (60 °C/24h, MA-035 Marconi), e acondicionado em frascos
bem vedados. O bagaco de maci ja desidratado foi triturado e classificado granulo-

metricamente em mm conforme parametros descritos na tabela 1.
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2.6 Fermentagio submersa do Lentinula edodes

A fermentagio liquida foi conduzida em Erlenmeyers de 250 mL, com volume
inicial de 150 mL. O pH inicial do meio fo1 ajustado em 6,0 e este foi esterilizado a
121 °C por 15 min. Apds resfriamento, o meio foi inoculado com 6% da suspensio
de micélio do indculo e incubado a 30 °C por 7 dias sob agitagio em shaker a 120
r/min. O meio de cultivo foi preparado com diferentes percentagens de bagago de

maci em diferentes granulometrias conforme parametros descritos na tabela 1.

2.7 Planejamento experimental

Utilizou-se um Planejamento Composto Central Rotacional (PCCR) 22, para
avaliar a influéncia das variaveis com relagdo a produgio de ergosterol por Lentinula
edodes. Os resultados foram avaliados pela Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR) e Analise de Residuos (ANOVA) utilizando o software Statistica 7.0. As va-
riaveis independentes selecionadas foram a granulometria e percentagem de bagago

de maci conforme ilustrado na tabela 1.

Tabela 1. Niveis de operagio para o planejamento estatistico proposto (PCCR)

Variaveis

Niveis das variaveis Granulometria (mm) Bagago de Maga (%)

@ 0,10 > G > 0,01 1,500

-1 0,25> G > 0,10 1,936

0 1,18 > G > 1,00 3,000

+1 2,00>G > 1,18 4,063

+a 2,40 > G > 2,00 4,500
o= 1,4142

2.8 Dosagem do ergosterol

A quantificagio da produgio de ergosterol determina nos fungos o nivel de cres-
cimento e, portanto, de biomassa produzida [19]. O ergosterol foi extraido e dosado
baseado em Carvalho [20] com algumas adaptagdes. Amostras de 0,25 g do micélio

fermentado foram misturados com 2 mL de metanol e 0,5 mL de NaOH 2 mol/L,
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bem vedados e homogeneizados por 30 s no agitador de tubos. O material foi sa-
ponificado a 80 °C/1h e ap6s resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado
0,85 mL HCI 1 mol/L e 2 mL de KHCO; 1 mol/L, sempre com agitagdo por 30's
ap0s cada adigdo de reagente. Em seguida foram adicionados 2 mL de hexano, nova
agitacio por 30 s no agitador de tubos, seguido de centrifuga¢io a 3000 r/min por 2
min e coleta da fase leve. A etapa de lavagem e extragdo do ergosterol com o hexano
foi repetida mais duas vezes, com 2 e 1 mL. Ao hexano coletado, foi adicionado 2 g
de sulfato de sddio anidro seguido de nova agitagio por 15 s e repouso por 30 min.
A solugio foi filtrada em papel Whatmann e o hexano evaporado em estufa com cir-
culagdo de ar a 30 °C, em seguida os frascos foram bem vedados e armazenados a -18
°C até quantificagio da amostra [19].

A analise foi realizada ap6s resuspensio do ergosterol em aliquota de hexano,
ultrasonificagio e leitura em espectofotdmetro a 281 nm que corresponde a0 maximo

de absorbancia do ergosterol, esterol majoritario nos fungos.

2.9 Determinagio de pH

O pH foi determinado por meio de leitura em pHmetro digital, segundo método
da AOAC [21].

3 Resultados e discussao

A tabela 2 mostra as concentragdes de ergosterol (mg de ergosterol g~! de subs-
trato seco) e pH final para as condi¢des dos diferentes ensaios de fermentagio do L.

edodes por fermentagio submersa, conforme o planejamento (PCCR).

A anélise de variancia dos resultados de produgio de ergosterol em fungio das
variaveis do planejamento (Tabela 3) indicou que somente a percentagem de bagaco

de magd (Linear) foi significativo do ponto de vista estatistico para um nivel de pro-

babilidade de 5%.

Na figura 1, observa-se que os niveis inferiores de percentagem de bagago possibi-
litaram maior produgio de ergosterol, entretanto a granulometria nio teve influéncia

significativa no intervalo objeto de estudo.
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Tabela 2. Planejamento experimental Composto Central Rotacional (PCCR)

Variaveis Variaveis Ergosterol  pH
Ensaio Codificadas Reais (mg/g BS) Final
X, X, G (mm) B (%)
1 -1 -1 0,25>G>0,10 1,936 4,162 4,16
2 -1 1 0,25>G>0,10 4,063 0,563 4,47
3 1 -1 20>G>1,18 1,936 2,994 4,54
4 1 1 20>G>118 4063 0697 4,56
5 44 0 010>G>001 3 1,633 44
6 141 0 240>G>200 3 1,540 442
7 0 141 1,18>G>100 15 2,981 436
8 0 141 1,18>G>100 45 1,017 427
9 0 0 1,18 > G > 1,00 3 1,132 4,43
10 0 0 1,18 > G > 1,00 3 1,275 4,29
11 0 0 1,18 > G > 1,00 3 1,529 4,33

Em que: G = Granulometria (mm) e B = Bagago de Magi (%)

Tabela 3. Andlise de variancia do modelo linear obtido para a producio de ergosterol
por Lentinula edodes por fermentacio submersa

Soma Graus de Média
Fator quadritica liberdade quadratica F p

G mm(L) 0,16981 1 0,169805  0,50541  0,503817
G mm(Q) 0,26119 1 0,261187  0,77740  0,411861
BAGACO % (L)  9,40373 1 9,403734 2798954 0,001847
BAGACO % (Q)  1,00238 1 1,002377  2,98350  0,134861
Residuo 2,01584 6 0,335973
Total 12,64311 10

O modelo matematico que descreve o comportamento linear da produgio de

ergosterol em fung¢do das variaveis objeto de estudo esta representado pela equagio
(1.
Y =1,312-0,2914X, +0,4301X] — 2,1684X, — 0,8426 X (1)

em que Y ¢ a concentragio de ergosterol (mg de ergosterol/g de substrato seco) e X

e X, sdo os valores codificados de G e B, respectivamente.
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Figura 1. Superficie de Contorno que representa a Producio de Ergosterol em fungio das
varidveis estudadas

Em relagdo a quantidade de bagaco utilizada, observou-se que quanto menos ba-

gaco adicionado ao meio, maior o crescimento. Podemos concluir que isso ocorreu
" . A

pelo fato de fungos serem aerdbios e, portanto, necessitam de oxigénio para crescer;

ou seja, menos bagago implica numa melhor agitagio no sistema (shaker), fazendo

com que o oxigénio fique mais disponivel para os processos respiratorios destes mi-

crorganismos.

4 Conclusio

No estudo realizado, observou-se que a percentagem de bagaco de magi foi mais
importante e significativa, do ponto de vista estatistico, que a granulometria do ba-
gaco de maci utilizado.

As melhores condi¢8es para obter uma maior produgio de ergosterol (4,162 mg
de Erg/g BS) e consequentemente crescimento do cogumelo foram para 1,936% de

bagaco de magi e granulometria entre 0,10 e 0,25 mm.
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