UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA - UFSC
POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E DE
ENGENHARIA DE ALIMENTOS

ESTUDO DE DIFERENTES FORMAS DE CONDUQAO DO
PROCESSO DE PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS
EXTRACELULARES POR Pleurotus spp.

MARIANE BONATTI CHAVES

Floriandpolis
2011






UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA - UFSC
POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E DE
ENGENHARIA DE ALIMENTOS

Mariane Bonatti Chaves

ESTUDO DE DIFERENTES FORMAS DE CONDUQAO DO
PROCESSO DE PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS
EXTRACELULARES POR Pleurotus spp.

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduaco em Engenharia Quimica da
Universidade  Federal de Santa
Catarina para a obtencdo do Grau de
Doutor em Engenharia Quimica

Orientador: Prof. Dr. Agenor Furigo Jr.

Co-orientadora: Profa. Dra. Sandra A.
Furlan

Co-orientadora: Prof.a Dra. Regina M.
M. Gern

Florianépolis

2011






Estudo de Diferentes Formas de Conducéo do Processo de Producéo
de Polissacarideos Extracelulares por Plerotus spp.

Por
Mariane Bonatti Chaves

Tese julgada para obtencdo do titulo de Doutor em Engenharia
Quimica, area de Concentracdo de Desenvolvimento de Processos
Quimicos e Biotecnoldgicos, e aprovada em sua forma final pelo
Programa de Pos-graduacdo em Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina

Prof. Dr. Agenor Furigo Jr.
orientador

Profé. Dr2 Sandra Aparecida Furlan
co-orientadora

Prof2. Dr? Regina Maria Miranda Gern
co-orientadora

Prof. Dr. Leonel Teixeira Pinto
coordenador

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Hugo Moreira Soares

Prof. Dr. Méarcio José Rossi

Profé. Dr3. Carla Maisa Camelini

Prof. Dr. Ozair Souza

Prof. Dr. Aldo José Pinheiro Dillon
Florianopolis, 22 de junho de 2011






A parte experimental deste
trabalho foi desenvolvida nos
laboratorios da Universidade
da Regido de Joinville -
UNIVILLE, em Joinville, SC.






Dedico este trabalho

Ao meu marido, minha filha,
meus pais e minhas irmas, pelo
incentivo, amor e compreensao
em todos 0s momentos.






AGRADECIMENTOS

Aos professores Drs. Sandra A. Furlan, Regina M. M. Gern e
Agenor Furigo Jr. pelo compromisso, dedicagcdo e orientacdo deste
trabalho,

Aos professores Drs. Aldo José Pinho Dillon, Ozair Souza, Carla
Maisa Camelini, Marcio José Rossi e Hugo Moreira Soares, por
aceitarem revisar este trabalho e participar da banca de defesa desta tese,

A professora Dra. Elizabeth Wisbeck pelo apoio profissional e
incentivo,

Aos alunos Nelson Libardi Jr, Karina Brodbeck, Carlos Alves Jr,
Priscila Gislaine Rothers e lvaneliza Simionato de Assis, pela dedicagdo
e trabalho em conjunto realizado em laboratério,

A Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE, pelo apoio
técnico e financeiro,

A todas as pessoas que direta ou indiretamente apoiaram a
realizacdo deste trabalho.






RESUMO

Fungos do género Pleurotus sdo reconhecidos por seu valor
gastrondmico, mas recentemente vém recebendo especial atencdo por
suas propriedades terapéuticas, associadas a presenca de polissacarideos,
em particular B-D-glucanos, presentes na parede celular e no caldo de
cultivo destes fungos. Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar
a producdo de polissacarideos extracelulares (EPS) por P. ostreatus e P.
sajor-caju. A primeira espécie foi cultivada em biorreator em processo
descontinuo com pulsos de glicose e semi-continuo com cortes de 50 e
75 % do volume de meio de cultivo, utilizando um biorreator de 4 L.
Quando a concentracdo de glicose no meio de cultivo atingiu 20 — 25
g L™, nos cultivos conduzidos em processo descontinuo com pulsos de
glicose, adicionou-se ao biorreator solugdo concentrada de glicose a fim
de elevar a concentracdo para 30 g L™; nos cultivos conduzidos em
processo semi-continuo, 50 ou 75 % do volume de meio de cultivo foi
retirado do biorreator e igual volume foi adicionado de meio de cultivo
fresco, contendo glicose em quantidade suficiente para que a
concentracdo desta retornasse a 40 g L™. P. sajor-caju foi cultivado em
processo descontinuo simples variando-se as concentragGes iniciais de
(NH,4),SOy4, extrato de levedura e peptona de soja do meio de cultivo
POL (experimentos realizados em frascos agitados), o valor de pH (1pH
3,0, pH 4,0 e sem controle), CaCO3; (com e sem adicdo de 1,0g L") e
concentragdo inicial de glicose (20 e 60 g L™), utilizando biorreator de 4
L. Nos experimentos conduzidos em biorreator, valores de K a de 15 h° 1
e temperatura de 30 °C foram mantidos constantes. Nos experimentos
conduzidos em processo descontinuo com pulsos de glicose, apés 230
horas de cultivo obteve-se concentracdo maxima de EPS por P.
ostreatus (0,8 g L™), sendo a produtividade maxima igual a 3,5 mg L™
h™. Os experimentos conduzidos em processo semi-continuo com corte
de 50 % do volume de meio de cultivo, apresentaram menor
produtividade em biomassa micelial (23, 4 mg L* h?) e maior
produtividade em EPS (6,06 mg L* h™) que os experlmentos
conduzidos com corte de 75 % (61,02 e 4,03 mg L' h'
respectivamente). Utilizando-se concentragcfes iniciais de (NH4)ZSO4,
extrato de levedura e peptona de soja, iguais a 2 5 10e10g L™,

respectivamente, a concentracéo de EPS (0,60 g L™) produzidos por P
sajor-caju aumentou 54 %. Quando ajustou-se o pH em 4,0 e adicionou-
se CaCO; (1,0 g L™) ao meio de cultivo, obteve-se aumento de 20 % da
concentracéo de EPS (0,72 g L™). Concentragdo inicial de glicose de 60



g L™ proporcionou aumento da concentracdo de EPS de 94,4 % ( 1,45
g L™, porém a produtividade foi 42,2 % menor que a obtida utilizando-
se concentracéo inicial de glicose de 20 g L™.



ABSTRACT

Pleurotus genus is recognized for its gastronomic value, but in recent
years it has received attention also for its therapeutic properties
associated with polysaccharides, B-D-glucan in particular, present in the
cell wall and in the culture broth. Therefore, this work was focused on
extracellular polysaccharide (EPS) production, using P. ostreatus and P.
sajor-caju species. The former was cultivated in fed batch culture and
semi-continuous process with 50 and 75 % medium replacements, using
4 L bioreactor. When glucose concentration attained 20 - 25 g L™ in fed
batch culture, bioreactor was fed with sufficient glucose solution to
reach 30 g L™ and when residual glucose concentration reached 20 - 25
g L™ in semi-continuous culture, 50 or 75 % of the fermented broth was
removed and replaced by fresh medium with sufficient glucose
concentration to reach 40 g L™. P. sajor-caju was cultivated in simple
batch culture varying the (NH4),SO,, yeast extract and soy peptone
initial concentrations in POL medium (using shake flasks), pH medium
value (3.0, 4.0 and without control), calcium carbonate (without and
with addition of 1.0 g L™) and initial glucose concentration ( 20 and 60
g L™), using 4 L bioreactor. In bioreactor assays, initial K a was set to
15 h™* and temperature was kept constant at 30 °C. In fed batch culture,
after about 230 hours of cultivation, maximum EPS concentration was
obtained (0.8 g L™) by P. ostreatus, with productivity being equal to 3.5
mg L™ h™. In semi-continuous culture, results obtained with 50 %
medium replacement suggest a lower mean value of biomass
productivity (23.4 mg L* h™) and a higher mean value of EPS
productivity ( 6.06 mg L™ h™) than those obtained with 75 % medium
replacement (61.02 and 4.03 mg L™ h™, respectively). Using initial
concentrations of (NH,4),SO,, yeast extract and soy peptone equal to
2.5, 1.0 and 1.0 g L, respectively, the EPS concentration (0.60 g L™)
was enhanced 54 % by P. sajor-caju. When the pH was adjusted to
4.0 and CaCO; (1.0 g L) was added to the culture medium, it was
possible to enhance the EPS concentration by 20 % (0.72 g L™). The
initial glucose concentration equal to 60 g L enhanced the EPS
concentration by 94.4 % (1.45 g L), but productivity was 42.2 %
lower than that obtained using 20 g L™ of initial glucose concentration.
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1. INTRODUCAO

Fungos do género Pleurotus vém sendo estudados tanto devido as
suas propriedades nutricionais e gastronémicas (MANZI et al., 2001;
RAGUNATHANA & SWAMINATHAN, 2003; MDACHI et al., 2004;
BONATTI et al., 2004; TORO et al., 2006) quanto, mais recentemente,
as suas acBes medicinais, como antioxidante (TSAI et al.,, 2009;
PALACIOS et al., 2011), cardiovascular e reducdo do colesterol
(SCHNEIDER et al., 2011), analgésica (SUSEEM et al., 2011) e
antitumoral (SARANGI et al., 2006; ZHANG et al., 2007; WOLFF,
2008; DALONSO et al., 2010; ASSIS, 2011; TELLES et al., 2011).

Dentre estas propriedades medicinais de Pleurotus, especial
atencdo tem sido dada a acdo antitumoral, pois o cancer ¢ uma doenca
gue mata milhares de pessoas anualmente no mundo inteiro. Segundo
dados do Instituto Nacional de Céancer, estimativas para 0 ano de 2011
apontam para a ocorréncia de mais de 489 mil novos casos de cancer no
Brasil (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
ATENCAO A SAUDE. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2009).

Polissacarideos produzidos por fungos do género Pleurotus
podem ser obtidos tanto do corpo de frutificacdo, por meio do cultivo
solido, quanto da biomassa micelial e do meio de cultivo, obtidos por
meio do cultivo liquido. Partindo-se do cultivo liquido, algumas
vantagens sdo obtidas como maior controle das condi¢es de cultivo,
menor esforco e espaco para o cultivo, menor chance de contaminacéo,
bem como menor custo para recuperacdo dos polissacarideos (CUI &
CHISTI, 2003). Neste tipo de cultivo, varios fatores merecem atencéo a
fim de se maximizar a producdo de polissacarideos, dentre os quais se
destacam: composicdo do meio, pH, temperatura, vazdo de ar,
velocidade de agitacdo e forma de conducdo do processo produtivo
(BARBOSA et al., 2004).

Apesar de se encontrar vasta literatura sobre a acdo medicinal de
polissacarideos produzidos por fungos do género Pleurotus, apenas
poucos estudos tém sido encontrados em relacdo a influéncia do meio e
das condigbes de cultivo sobre a producdo de polissacarideos
extracelulares por esses fungos, dentre os quais pode-se citar Rosado et
al. (2003), Wisbeck et al. (2005), Gern et al. (2008) e Borges (2009).

Diante deste contexto, o primeiro objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia dos processos de cultivo descontinuo com pulsos de
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glicose e semi-continuo (com cortes de 50 e 75 %) sobre a producdo de
EPS por P. ostreatus e comparar os resultados com aqueles obtidos por
Wisbeck et al. (2005), que utilizou o processo descontinuo simples. Em
seguida, realizou-se o cultivo de P. sajor-caju em processo descontinuo
simples, ou seja, naquele que levou a maior producdo de EPS por P.
ostreatus. A partir dos resultados obtidos deste cultivo, avaliou-se a
influéncia das concentracdes iniciais de (NH,),SO4 (5,0 e 2,5 g L™),
extrato de levedura (2,0 e 1,0 g L™) e peptona de soja (1,0 e 0,5 g L™),
constituintes do meio de cultivo POL (CAVAZZONI & ADAMI, 1992)
sobre o crescimento de P. sajor-caju e sobre a produgdo de EPS. Foram
avaliadas também as influéncias do pH (pH 3,0, pH 4,0 e pH néo-
controlado), da adicdo de CaCOj3 (1,0 g L™) e da concentragio inicial de
glicose (20 e 60 g L™) no meio de cultivo sobre a producéo de células e
EPS por P. sajor-caju.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FUNGOS DO GENERO Pleurotus

Pleurotus spp. s@o comumente denominados cogumelos ostra
devido ao seu formato (Figura 1), mas também podem ser chamados de
hiratake, shimeji ou caetetuba (RANZANI & STURION, 1998).

Figura 1 - Cogumelo do género Pleurotus na natureza.

Fonte: Disponivel na internet. http://mushroom-collecting.com/
mushroomoyster.html. Acesso em: 18 de maio 2011.

Pleurotus é um fungo saprofita, ou seja, é decompositor primario
de diversos materiais lignocelulésicos devido a segregacdo de diversas
enzimas por filamentos celulares microscépicos denominados hifas. Ao
conjunto de hifas da-se 0 nome de micélio, que é responséavel pelas
funcbes da fase vegetativa do organismo (TRABULSI et al., 1999;
PUTZKE e PUTZKE, 2002). Pode ser encontrado naturalmente em
florestas temperadas, tropicais e subtropicais, podendo também ser
cultivado artificialmente em meio sélido (ZADRAZIL & KURTZMAN,
1984; BONONI & TRUFEM, 1995; SANTOS, 2000; BONATTI, 2001,
SANCHEZ, 2009; MOONMOON et al., 2010; SHER et al., 2010;
ARORA et al., 2011) e liquido (MAZIERO et al., 1999; WISBECK et
al., 2005; GERN, 2005; CASTRO et al., 2007; CONFORTIN et al.,
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2008). Apreciado por seu sabor, este cogumelo ndo somente contém alta
quantidade de proteinas e carboidratos, como minerais (calcio, fdsforo,
ferro etc.) e vitaminas (tiamina, riboflavina e niacina) (MANZI et al.,
2001; RAGUNATHANA & SWAMINATHAN, 2003; MDACHI et al.,
2004; MANZI et al., 2004; BONATTI et al., 2004; TORO et al., 2006;
GHORAI et al., 2009).

Esse género pertence ao grupo dos basidiomicetos, dos quais
existem mais de 25 mil espécies conhecidas. Distinguem-se dos demais
grupos por possuirem basidio, uma estrutura reprodutiva microscopica
em forma de clava onde ocorre a cariogamia e a meiose. Cada basidio
produz quatro basididsporos hapldides, resultado de uma meiose.
Basididsporos haploides germinam para formar micélios hapldides que
se unem para formar um micélio dicariético. O micélio dicariético
desenvolve-se pela divisdo simultanea de dois nucleos e a formagéo de
um novo septo. O micélio dicaridtico, em seguida, diferencia-se em
basidiocarpo (corpo de frutificacdo que produz basidio) dando origem
aos basidiosporos e entdo, o ciclo se reinicia (Figura 2) (RAVEM et al.,
2001).

plasmogamia
micélio haploide s A
getminagido

micélio dicariotico
basidiosporos haploides

esporulagdo
L) a
mejose
- . -
cariogamia
' 2 )
corpo de frutificagio
basidio

Figura 2 - Ciclo de vida basico de fungos do género Pleurotus.
Fonte: KANG (2004).
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2.2 AGAO MEDICINAL DE FUNGOS DO GENERO Pleurotus

Vérias agdes medicinais tém sido atribuidas aos fungos do género
Pleurotus, por exemplo, a¢do antioxidante (JAYAKUMAR et al., 2009;
WONG & CHYE, 2009; TSAI et al., 2009; PALACIOS et al., 2011),
cardiovascular e reducdo do colesterol (BOBEK et al., 1996;
SCHNEIDER et al., 2011), antiinflamatdria e analgésica (SMIDERLE
et al., 2008; SUSEEM et al., 2011), antiviral (ZHANG et al., 2004a),
antimicrobiana (WISBECK et al., 2002; WOLFF, 2008; HEARST et
al., 2009) e antitumoral (WANG et al., 2000; LAVI et al., 2006;
SARANGI et al., 2006; ZHANG et al., 2006; WONG et al., 2007;
WOLFF, 2008; MAITI et al., 2008; TONG et al., 2009; SUN & LIU,
2009; ASSIS, 2011; TELLES et al., 2011; WONG et al., 2011; ZHANG
et al., 2011). Dentre essas, merece atencdo especial o estudo da acdo
antitumoral promovida por polissacarideos extraidos tanto dos corpos de
frutificacdo de Pleurotus, quanto da biomassa micelial e do meio de
cultivo, pois o cancer é uma doenca que mata, anualmente, milhares de
pessoas no mundo inteiro (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE.
SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE. INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER, 2009).

2.2.1 Acéo antitumoral

Estima-se para o ano de 2011 a ocorréncia de mais de 489 mil
novos casos de cancer no Brasil. Os tipos mais incidentes, & excecéo do
cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo 0s canceres de prostata e de
pulm&o no sexo masculino e os canceres de mama e do colo do Utero no
sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada
para a América Latina. A distribuicdo dos casos novos de cancer
segundo localizacdo mostra-se heterogénea entre estados e capitais do
pais. As regides sul e sudeste, de maneira geral, apresentam as maiores
taxas; enquanto as regifes norte e nordeste, as menores.

Diante desse cenério, fica clara a necessidade de continuidade em
investimentos no desenvolvimento de a¢des abrangentes para o controle
do céncer, nos diferentes niveis de atuacdo, como: na promog¢do da
salde, na deteccdo precoce, na assisténcia aos pacientes, na vigilancia,
na formacdo de recursos humanos, na comunicacdo e mobilizagdo
social, na pesquisa e na gestdo do Sistema Unico de Saude (SUS)
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE ATENCAO
A SAUDE. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2009).
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Neste contexto, polissacarideos produzidos por fungos do género
Pleurotus tém grande importancia, pois possuem capacidade de
aumentar a resposta imunoldgica dos organismos devido a sintese de
compostos imunomoduladores, os quais tém capacidade de inibir a
proliferacdo de diferentes células tumorais em testes realizados tanto in
vitro (LAVI et al., 2006; ZHANG et al., 2006; WONG et al., 2007,
TONG et al., 2009; SUN & LIU, 2009; TELLES et al., 2011; ZHANG
et al.,, 2011) quanto in vivo (MIZUNO, 1999; WANG et al., 2000;
MAITI et al., 2008; WOLFF et al., 2008; DALONSO et al., 2009).

A acdo desses polissacarideos se da principalmente através da
ativacdo de macrdfagos (células fagociticas) importantes tanto na defesa
do hospedeiro contra agentes infecciosos, como também em uma
variedade de respostas imunoldgicas e inflamatorias, incluindo producéo
de antigenos, regulacdo de resposta dos linfocitos, producdo de
citocinas, proliferacdo celular e reparo tecidual, além de atividade
citotéxica indireta e producdo de espécies oxidantes reativas como
H,0,, O, e 6xido nitrico (Figura 3). Macréfagos peritoneais de
camundongos possuem receptores para polissacarideos produzidos por
fungos. Desta forma, estas células podem reconhecer e fagocitar estes
polissacarideos, que provocam a ativacdo destes macrofagos, que levara
consequentemente a producdo e secre¢do de IL-1, IL-6, TNFa, 0,
H,0,, NO’, bem como aumento da capacidade fagocitica da célula
(BOHN & BEMILLER, 1995; SCHEPETKIN & QUINN, 2006; CHEN
& SEVIOUR, 2007; MORADALI et al., 2007; PEREZ-GUISADO,
2007; ZHANG et al., 2007; BORCHERS et al., 2008; MANTOVANI et
al., 2008; FUKUDA et al., 2009).
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Figura 3 - Ativacdo de diversas respostas imunoldgicas por
polissacarideos. Abreviagdes: IL = interleucina, IFN = interferon, TNF-
o = fator de necrose tumoral alfa, M-CSF = fator estimulante de coldnia
de macréfagos, NO™ = oxido nitrico.

Fonte: SCHEPETKIN & QUINN (2006).

Polissacarideos extraidos do corpo de frutificacdo Pleurotus
ostreatus por Wang et al. (2000) apresentaram acdo antitumoral in vivo
contra células de Sarcoma 180 (inibicdo de 88,46 %) e de Hepatoma 22
(inibicdo de 75,42 %). Sarangi et al. (2006) comprovaram o efeito
imunomodulatério e antitumoral de polissacarideos extraidos da
biomassa micelial de Pleurotus ostreatus através de testes in vitro e in
vivo. A substancia isolada foi capaz de diminuir o nimero de células do
Sarcoma 180 (48,34 %, 76,94 % e 63,72 % para as fracbes I, 1l e II,
respectivamente), bem como de aumentar o nimero de células natural
killer (NK) e de macrofagos. Wolff et al. (2008) avaliaram a acédo
antitumoral do caldo de cultivo in natura de Pleurotus ostreatus, bem
como dos polissacarideos extraidos deste caldo e de corpos de
frutificacdo. A maior taxa de inibicdo (76 %) contra células do tumor
ascitico de Ehrlich foi obtida com os polissacarideos extraidos do caldo
de cultivo. Polissacarideos extraidos dos corpos de frutificagdo de
Pleurotus ostreatus apresentaram acdo altamente citotéxica para células
do tumor Hela (concentracdes variando de 200 a 400 pg mL™,
apresentaram reducdo de mais de 60 % das células tumorais) e
baixissima toxicidade para células de rim humano 293T (inibicdo
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inferior a 20 % para concentragdes variando de 50 a 400 pg mL™)
(TONG et al., 2009); bem como induziram a proliferacdo de linfocitos
(células de defesa do organismo) em testes in vitro (SUN & LIU, 2009),
sugerindo o uso destes polissacarideos como potenciais agentes
imunoestimuladores e como drogas antitumorais.

Polissacarideos extraidos dos corpos de frutificacdo e da
biomassa micelial de Pleurotus ostreatus variedade florida mediaram a
acao antiproliferativa de vérias linhagens de células tumorais devido a
indugdo da apoptose destas células, bem como aumentaram a
citotoxicidade de células natural killer (NK) em camundongos e
estimularam macrofagos a produzir éxido nitrico (MAITI et al., 2008).

Mizuno (1999) e Dalonso et al. (2009) avaliaram a atividade
antitumoral de polissacarideos extraidos dos corpos de frutificacdo de
Pleurotus sajor-caju. O primeiro autor observou, apos aproximadamente
seis semanas, reducdo de 100 % das células de Sarcoma 180,
transplantadas em camundongos. Os segundos autores observaram
reducdo de aproximadamente 85,5 % no numero de células neoplasicas
(de tumor ascitico de Ehrlich), inoculadas em camundongos. Telles et
al. (2011) realizaram a sulfatacdo de polissacarideos extracelulares
produzidos por Pleurotus sajor-caju, de acordo com metodologia
proposta por Wolff et al. (2008), e observaram inibicdo de 60% no
nimero de células do tumor Hela quando na concentracdo de 1,0
mg mL™, em testes in vitro.

2.3 POLISSACARIDEOS PRODUZIDOS POR FUNGOS DO
GENERO Pleurotus

2.3.1 Estrutura quimica

Polissacarideos sdo polimeros constituidos de unidades
monossacaridicas unidas por ligagdes glicosidicas diferindo entre si na
unidade e no grau de ramificacdo, no tipo de ligacBGes que as unem e no
comprimento de suas cadeias, apresentando diferentes composicOes e
fungdes, sendo classificados como homopolimeros ou heteropolimeros.
Os glucanos (Figura 4 a-c) sdo os homopolissacarideos mais comuns
produzidos por fungos, sendo a maioria linear, com diferentes
disposi¢des de suas ligacdes glicosidicas, pertencentes a série alfa (o)) ou
beta (). Os B-glucanos sdo a forma predominante, podendo estar livres
ou associados a varios outros componentes quimicos como nos lipideos,
formando os lipopolissacarideos, ou nas proteinas, formando as
glicoproteinas e os proteoglucanos. Glicoproteinas (Figura 4d) sdo
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associacdes covalentes de oligossacarideos ou polissacarideos de baixa
massa molecular a proteinas, sendo a cadeia principal da molécula
constituida de proteina. Os proteoglucanos, que possuem propriedades
lubrificantes e promovem alta viscosidade a algumas secrecdes
extracelulares, tém cadeia principal constituida de glucanos e ligada a
proteinas. A conformacdo destas moléculas pode variar desde simples
até tripla hélice, que é a forma mais comum, onde trés cadeias de
polimeros sdo agregadas por ligacdes de hidrogénio aos atomos de
oxigénio do C-2 (Figura 5) (SILVA et al., 2006; MORADALI et al.,
2007; SANTOS-NEVES, 2008; FUKUDA et al., 2009).

cadeias de o
glucanos ~ cadeia principal
w proteina

Figura 4 - Representa¢io esquematica da estrutura molecular de (a) B-
(1>3)-D-glucano, (b) a-(1->3)-D-glucano, (¢) p-(1->3)-D-glucano com
ramificacido B-(1->6) e (d) complexo polissacarideo peptideo/proteina
(glicoproteina).

Fonte: MORADALI et al. (2007).
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Simples hélice Dupla hélice Tripla hélice

Figura 5 - Representac¢iio esquematica da conformac¢io de p-(1-2>3)-D-
glucanos.

Fontes: MORADALI et al. (2007).

A funcgdo especifica dos B-glucanos na fisiologia do fungo nédo
estd completamente esclarecida. Entretanto, considera-se que sua
principal fungdo estrutural seja auxiliar na manutengdo da rigidez e na
integridade da parede celular. Tem sido sugerido que os glucanos
extracelulares de fungos lignoceluloliticos desempenham um importante
papel na degradacdo da lignina, como fonte indireta de perdxido de
hidrogénio. Outra participacdo destes polissacarideos extracelulares no
metabolismo do fungo, em particular daqueles que degradam a madeira,
seria a de atuar como um suporte para adsorcdo das enzimas excretadas
e, finalmente, acredita-se que os polissacarideos extracelulares
protegeriam a hifa da desidratacdo, bem como regulariam a
concentracao de glicose extracelular (SILVA et al., 2006).

Como exemplo trivial de B-glucanos pode-se citar a celulose e
como principais fontes alimenticias de p-glucanos, os vegetais, as fibras
sollveis dos cereais integrais e os fungos. A inclusdo destas moléculas
na alimentacdo é recomendavel ja que varias a¢cdes medicinais como
antiviral, antiinflamatdria, antitumoral, reducdo do colesterol s&o
atribuidas a estas moléculas (PEREZ-GUISADO, 2007).

Manzi et al. (2001) estudaram a presenca de polissacarideos
do tipo B-glucanos em diferentes espécies de cogumelos: Pleurotus
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ostreatus (SMR 125, SMR 127, SMR 138), Pleurotus pulmunarius
(SMR 126), Pleurotus eryngii (SMR 172, SMR 173, SMR 133) e
Lentinula edodes (SMR 90). A concentragédo variou de 0,22 g/100 g de
massa seca de Pleurotus eryngii SMR 172 e Lentinula edodes SMR 90 a
0,53 ¢/100 g em Pleurotus pulmunarius SMR 126. Em relacdo a
distribuicdo desses polissacarideos, preferencialmente no contetido de
fibra sollvel (a qual teria, devido a sua maior solubilidade, maior acéo
terapéutica) ou no conteddo de fibra insolUvel, o autor observou maior
concentragdo de B-glucanos na fragdo insolivel da fibra. O cogumelo
que apresentou maior porcentagem de B-glucanos na fracdo insollvel foi
Pleurotus eryngii SMR 172 (83,2 %) e aquele que apresentou
maior concentragdo de P-glucanos na fracdo sollvel foi Lentinula
edodes (46 %).

2.3.2 Influéncia da estrutura quimica sobre a a¢do medicinal

As acdes medicinais dos polissacarideos parecem estar
relacionadas & estrutura quimica e a conformacdo espacial destas
moléculas, sendo que pequenas diferencas estruturais entre elas resultam
em caracteristicas peculiares para novas acdes (BOHN & BEMILLER,
1995; SILVA et al., 2006). Pérez-Guisado (2007) atribuiu as diferentes
acbes medicinais de diversos basidiomicetos principalmente a massa
molecular e ao nimero de ramificacGes presentes nos polissacarideos
(do tipo B-glucanos) produzidos por esses fungos. Yang e Zhang (2009)
atribuiram diversas a¢des medicinais de basidiomicetos como Pleurotus
tuber-regium, Ganoderma tsugae, Ganoderma lucidum, Auricularia
auricular e Lentinula edodes & estrutura quimica e & conformagdo da
cadeia dos polissacarideos encontrados nestas espécies.

A estrutura quimica parece influenciar ndo s6 no tipo de acédo
medicinal, mas também na sua intensidade da acdo, conforme pode ser
observado no trabalho de Tao et al. (2006). Os autores isolaram oito
fracGes (denominadas F1 a F8) de um B-glucano ramificado, solivel em
agua, extraido do esclerocio de Pleurotus tuber-regium, dentre as quais
cinco foram sulfatadas e denominadas S-F2, S-F3, S-F4, S-F5 e S-F8.
As fragOes sulfatadas apresentaram acgdo antitumoral in vivo e in vitro
contra células de Sarcoma 180 implantadas em camundongos e contra
células do tumor de figado HepG2, respectivamente, relativamente mais
alta que as fragBes de origem. O aumento da solubilidade em 4gua e a
modificacdo da conformacdo da cadeia dos polissacarideos sulfatados
foram os principais fatores que contribuiram para o aumento da agéo
antitumoral. O maior obstaculo da utilizacdo clinica de p-glucanos é a
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relativa falta de solubilidade em meio aquoso. As quatro fragdes, F2, F3,
F4 e F5, que apresentaram maior massa molar, apresentaram também
maior porcentagem de inibigdo. As fracbes 3 e 5 apresentaram maior
atividade que o agente antitumoral 5-Fu, comercialmente conhecido.

Tao et al. (2009) extrairam de Pleurotus tuber-regium duas
glicoproteinas, sollveis em 4agua, e as modificaram quimicamente
obtendo seus derivados sulfatados e carboximetilados. Tanto as formas
nativas quanto as modificadas quimicamente apresentaram conformacéo
esférica, porém as glicoproteinas modificadas apresentaram maior acao
antitumoral in vitro, reforcando a importancia do aumento da
solubilidade da molécula e a introducdo de grupos idnicos para a acdo
antitumoral. Jung et al. (2011) investigaram a acdo antitumoral de
polissacarideos extraidos dos corpos de frutificacdo de Pleurotus eryngii
apo6s a sulfatacdo desses. Os autores observaram aumento da acdo
antitumoral contra células de cancer de pulmdo A549, sendo a acdo
similar aquela obtida com o agente antitumoral 5-Fu.

O método de extracdo também pode influenciar o tipo de
polissacarideo obtido. Dependendo do método pode-se obter
polissacarideos de diferentes estruturas e com diferentes intensidades de
acdo medicinal. Por exemplo, Zhang et al. (2004b) extrairam do
esclerécio e do micélio de Pleurotus tuber-regium quatro
polissacarideos utilizando a técnica de extracdo com &agua quente e
quatro utilizando a ultrasonificacdo. Os polissacarideos extraidos tanto
do esclerdcio quanto do micélio com agua quente apresentaram maior
acdo antitumoral in vivo contra células de Sarcoma 180 implantadas em
camundongos, bem como maior acdo antitumoral in vitro contra
leucemia de células promielociticas HL-60 que aqueles extraidos
mediante a técnica de ultrasonificacdo. Dentre as fragces obtidas aquelas
carboximetiladas apresentaram maior solubilidade, bem como maior
acdo antitumoral. As moléculas modificadas aumentaram a producéo de
citocinas do tipo TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) no plasma de
camundongos.

2.4 PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES
(EPS) POR BASIDIOMICETOS

Polissacarideos extracelulares (EPS) sdo uma classe de
biopolimeros que apresentam alto valor agregado e grande diversidade
de aplicagbes industriais como  espessantes,  geleificantes,
emulsificantes, auxiliar na acdo de enzimas extracelulares para a
degracdo de compostos xenobidéticos, etc. (BARBOSA et al., 2004;
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PAPAGIANNI, 2004; GHORAI et al., 2009). Muitos tipos de EPS tém
sido produzidos por meio do cultivo submerso de basidiomicetos ou
fungos entomopatogénicos para uso medicinal (LOMBERH et al., 2002;
LINDEQUIST et al., 2005; SCHEPETKIN & QUINN, 2006; ZHANG
etal., 2007; CHEN & SEVIOUR, 2007; FUKUDA, et al., 2009; LUO et
al., 2009; FENG et al., 2010; PAPINUTTI, 2010). Maziero et al. (1999)
realizaram uma selecdo dentre 56 espécies de fungos isolados de
diferentes ecossistemas brasileiros para a producdo de EPS e biomassa
micelial em cultivo submerso. Agaricus sp. (CCB 280) e Oudemansiella
canarii (Jungh) Hohn (CCB 179) foram os maiores produtores de EPS
(6,01 e 3,54 g L™, em massa seca (ms), respectivamente), ap6s 7 dias de
cultivo. Espécies do género Pleurotus como P. flabellatus, P. ostreatus,
P. ostreatoroseus, P. sajor-caju e P. ostreatus variedade florida
produziram 0,81, 0,57, 2,20, 1,85 e 2,85 g ms L™, respectivamente, apés
7 dias de cultivo. O maior produtor de biomassa micelial foi
Schizophyllum commune Fr.:Fr. (CCB 473) com 16,68 g ms L™, ap6s 14
dias de cultivo. Dentre as espécies comestiveis, 0s que produziram
maior concentragcdo de biomassa micelial, apds 7 dias de cultivo, foram
Pleurotus sajor-caju (11,47 g ms L™), P. sp. florida (11,02 gms L™) e
Agrocybe platensis (10,18 g ms L™). Durante os cultivos, ndo foram
observadas relacfes constantes entre as concentragdes de biomassa
micelial e EPS.

De acordo com Barbosa et al. (2004), tanto o crescimento celular
dos fungos quanto a produgdo especifica do tipo de EPS podem ser
influenciadas por uma série de varidveis inerentes ao processo de cultivo
empregado: composicdo do meio de cultivo, temperatura, pH,
velocidade de agitagdo, vazdo de ar, viscosidade do meio de cultivo,
morfologia do fungo etc.

2.4.1 Composicdo do meio de cultivo

Um dos componentes mais importantes a ser definido é o tipo da
fonte de carbono e a sua concentracdo. Varias sdo as fontes de carbono
estudadas para a producdo de biomassa micelial e EPS por fungos:
glicose, sacarose, maltose, lactose, frutose, galactose, xilose, celobiose,
sorbitol, xilitol, manitol, arabinose, inositol etc. A fonte de carbono mais
utilizada é a glicose, com concentragdo variando de 20 a 60 g L™ A
escolha da fonte de nitrogénio também é muito importante e influencia
diretamente a producéo de biomassa micelial e EPS. As fontes organicas
mais utilizadas sdo: peptona, glutamato, L-asparagina, extrato de
levedura, succinato de aménio etc. Entre as inorgénicas pode-se citar:
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(NH4),SO4, NaNO3, KNO;, NH4NO; etc. (BARBOSA et al., 2004;
PAPAGIANNI, 2004).

A definicdo dos microelementos constituintes do meio de cultivo
é também muito importante devido a presenca desses na composicédo de
muitas enzimas, vitaminas, proteinas, nucleotideos etc., essenciais para
0 desenvolvimento de qualquer organismo. Os microelementos mais
utilizados sdo: K;HPO,, KCI, MgSO, FeSO4 NaCl, NaHPO,,
KH,PO,4, MnSQ,, CaCl,, entre outros. Normalmente, fosfatos e sulfatos
sdo requeridos em maiores concentracfes pelos microrganismos em
comparagdo com 0s outros sais inorganicos. O fosfato € um dos
constituintes dos fosfolipideos e acidos nucléicos e é também regulador
de certas enzimas dos metabolismos primario e secundario. Sulfato é
necessario para a biossintese de aminoacidos sulfurados e metabdlitos
secundarios, como por exemplo, os antibioticos (GRESHAM &
HERBER, 1997 citado por BARBOSA et al,. 2004; PAPAGIANNI,
2004).

Luo et al. (2009), estudaram uma forma de maximizar a producao
de biomassa e EPS por Phellinus baumii Pilat. Para tanto utilizaram um
planejamento fatorial 2, cujos resultados determinaram que os
componentes que influenciaram significativamente no crescimento
celular e producédo de EPS por Phellinus baumii foram a glicose, extrato
de levedura e oxalato de amdnio monohidratado.

Papinutti (2010) avaliou a produgdo de EPS por Ganoderma
lucidum utilizando diferentes fontes de carbono (glicose, sacarose,
lactose, celulose, extrato de malte, asparagina e peptona) concluiram que
a glic?se e a celulose propiciaram a maior concentracdo de EPS (139,01
mgg-).

Chen et al. (2008) estudaram a influéncia de diferentes fontes de
carbono sobre a produgéo de biomassa micelial e de EPS pelo cogumelo
medicinal Fomes fomentarius. Das dez fontes de carbono avaliadas
(glicose, maltose, sacarose, lactose, frutose, galactose, manitol, xilose,
amido solivel e extrato de malte), as maiores concentracdes de
biomassa micelial (7,48 g L™) e EPS (0,81 g L™) foram obtidas com
glicose.

Cho et al. (2006), dentre as diferentes fontes de carbono
estudadas (glicose, maltose, frutose, sacarose, lactose, manitol, sorbitol
e xilose), também obtiveram maior producdo de biomassa e EPS por
Tremella fuciformis quando utilizaram glicose como fonte de carbono,
independentemente das concentracBes dos carboidratos avaliados. O
mesmo resultado foi obtido para as sete fontes de carbono (glicose,
frutose, sacarose, maltose, lactose, sorbitol e xilose) avaliadas por
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Pokhrel e Ohga (2007) para producdo de biomassa (6,36 g L™) e EPS
(1,65 g L™) por Lyophyllum decastes. Experimentos realizados por Lee
et al. (2004) também mostraram ser a glicose a fonte de carbono
preferencialmente utilizada por Grifola frondosa para crescimento e
producdo de EPS ao invés de amido, sacarose, maltose e galactose.
Assim como, Burns et al. (1994) observaram preferéncia de Pleurotus
variedade florida por glicose ao invés de sacarose, galactose, lactose e
xilose para producdo de EPS (0,5 g L™).

Entretanto, de acordo com o género e até mesmo com a espécie
de basideomiceto, comportamento diferente pode ser observado. O
fungo pode utilizar um tipo de fonte de carbono para producdo de
biomassa micelial e outro para a producdo de EPS. Confortin et al.
(2008) obtiveram maior concentragdo de biomassa micelial (8,18 g L™)
guando utilizaram glicose no meio de cultivo, bem como maior
rendimento (0,82 g g) e produtividade em biomassa micelial (0,085
g L' h™). Entretanto, sacarose propiciou maior concentracdo de EPS
(1,58 g ms L™) do que glicose (1,18 g ms L™). Zou (2006) estudou o
efeito de diferentes fontes de carbono sobre a produgdo de biomassa
micelial e de dois metabélitos de interesse medicinal, ergosterol e EPS,
por Agaricus brasiliensis. Enquanto glicose propiciou maior densidade
celular (12,3 g L™), sacarose propiciou maior concentracdo (1,6 g L™) e
produtividade (222,7 mg L dia™) em EPS. Shih et al. (2006) também
obtiveram maior concentracdo de biomassa (8,7 g L™) por Antrodia
cinnamomea utilizando glicose como fonte de carbono e maior
concentragdo de EPS (1,32 g L™) utilizando sacarose.

Além do tipo de fonte de carbono, a definicdo de sua
concentracdo é importante para maximizagdo da producdo de biomassa
micelial e EPS por fungos. Geralmente, aumentando-se a concentracéo
da fonte de carbono maiores concentracGes de biomassa e EPS podem
ser obtidas. Huang e Liu (2008) e Shih et al. (2008) avaliaram a
influéncia da concentragdo de glicose sobre a producéo de biomassa e
EPS por Grifola umbellata e Grifola frondosa, respectivamente. Ambos
0s grupos de pesquisadores obtiveram maior concentracdo de biomassa
micelial e EPS utilizando maiores concentracfes de glicose. Quando a
concentracdo de glicose foi aumentada de 2 para 4%, o cultivo de
Grifola frondosa propiciou a producdo do dobro de EPS. Wisbeck et al.
(2005), também obtiveram maior concentracdo de biomassa e EPS (12,8
e 1,33 g L, respectivamente) por Pleurotus ostreatus quando utilizaram
concentracdo inicial de glicose igual a 40 g L™ ao invés de 20 g L™
Assim como Rosado et al. (2003) obtiveram maior concentragdo de EPS
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(9,7 g L™) por Pleurotus ostreatoroseus com a maior concentrago de
glicose, ou seja, 60 g L™ a0 invésde30gL™

Em todos esses trabalhos, o aumento da concentracéo de glicose
proporcionou incremento na concentracdo celular e de EPS. Entretanto,
este comportamento ndo pode ser generalizado conforme demonstrado
por Libardi-Jr et al. (2007). Ao avaliarem a influéncia da concentragéo
inicial de glicose sobre a producdo de EPS por Pleurotus sajor-caju, em
experimentos realizados em frascos agitados, obtiveram as maiores
concentrages de EPS e biomassa micelial (1,16 e 18,37 g L™
utilizando concentragéo inicial de glicose de 60 g L™ ao invés de 20
gL' 40gL"ou80gL™

Com relacdo a influéncia das fontes de nitrogénio sobre a
producdo de biomassa micelial e EPS por fungos, geralmente fontes
organicas de nitrogénio tém favorecido a producdo de biomassa micelial
e EPS, pois amino4cidos essenciais dificilmente sdo produzidos através
de fontes inorganicas de nitrogénio. Dentre as fontes de nitrogénio
testadas por Chen et al. (2008) (NH4CI, NH4NO3z; (NH4),SOy,,
(NH4)3PQy4, uréia, L-lisina, acido L-aspartico, peptona, triptona, extrato
de carne e farelo de casulo do bicho da seda), farelo de casulo do bicho
da seda produziu maior concentracdo de biomassa (8,16 g L™*) e de EPS
(0,89 g L™) por Fomes fomestarius. Huang e Liu (2008), obtiveram o
rendimento em EPS (112,35 mg g¢7), produzidos por Fomes
fomentarius, aumentado 4,36 vezes quando utilizaram leite desnatado
(skim milk) como fonte de nitrogénio. Xiao et al. (2006) estudaram a
influéncia de diferentes fontes de nitrogénio sobre a produgdo de EPS
por Cordyceps jiangxiensis. Dentre as fontes de nitrogénio avaliadas
(NaNOs;, peptona, extrato de carne, farelo de soja, farelo de milho e
farelo de castanha) as orgénicas se mostraram melhores para producéo
tanto de biomassa micelial quanto de EPS, sendo o farelo de castanha na
concentracdo de 5 g L™, aquela que propiciou as suas maiores
concentragbes (16,73 e 5,84 g L™, respectivamente). Esses autores
associaram esse resultado a presenca de aminoacidos essenciais nas
fontes orgénicas de nitrogénio, que sdo absorvidos e biosintetizados
diretamente, 0 que ndo acontece se a fonte de nitrogénio for inorganica.
Hwang et al. (2003), também obtiveram maior concentragdo de
biomassa e EPS por Phellinus linteus quando utilizaram fontes
organicas de nitrogénio. Dentre as fontes avaliadas (farelo de milho,
extrato de malte, peptona de carne, polipeptona, peptona de soja,
triptona, extrato de levedura, NH4CI, NHsNO3, KNO3; e NaNO3), farelo
de trigo proporcionou as maiores concentracfes de biomassa micelial
(5,72 g L") e EPS (1,97 g L™). As maiores concentracdes de biomassa
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(125 g L™ e EPS (1,861 mg L™ por Antrodia cinnamomea
CCRC36716 foram obtidas utilizando quaisquer das seguintes fontes
organicas de nitrogénio: milhocina, extrato de levedura ou extrato de
malte foram utilizadas (SHIH et al., 2006). Extrato de levedura
propiciou a maior concentracio de EPS (0,2 g L™) por Agaricus
brasiliensis (FAN et al., 2007) e por Lyophyllum decastes (1,76 g L™),
um cogumelo de valor gastrondmico e medicinal (POKHREL e OHGA,
2007). Lee et al. (2004) também observaram preferéncia por extrato de
levedura para crescimento e producdo de EPS por Grifola frondosa ao
invés de NH,4CI, NH4NO3, (NH,4)3PO,, peptona de carne e polipeptona.

Burns et al. (1994) e Gern et al. (2008) observaram influéncia
negativa de fontes inorganicas de nitrogénio sobre a produgdo de
biomassa e EPS por Pleurotus variedade florida e Pleurotus ostreatus,
respectivamente. O primeiro grupo de pesquisadores, em cultivo
limitado em nitrogénio (0,1 g L™ de tartarato de amonio) obteve maior
concentracdo de EPS (0,5 g L™). Gern et al. (2008), quando avaliaram a
influéncia de trés fontes de nitrogénio (extrato de levedura, milhocina e
(NH4),SO4) sobre a produgdo de biomassa e EPS por Pleurotus
ostreatus, observaram maior produtividade em polissacarideos (20,05
mg L™ dia™) quando utilizou-se 5 g L™ de extrato de levedura e auséncia
de fonte de nitrogénio inorganica. Quando (NH,4),SO, foi utilizado,
baixos valores de concentracdo méxima de biomassa micelial e de
produtividade maxima em biomassa micelial ( 1,69 gL™ e 0,25
g L dia®, respectivamente) foram obtidos, na auséncia de fonte de
nitrogénio orgénica. Além disso, quando estes resultados s&o
comparados com aqueles obtidos com um meio contendo somente
extrato de levedura e 20 g L™ de glicose (10,58 g L™ e 1,48 g L™ dia™)
pode-se notar que a concentracdo méxima de biomassa micelial é seis
vezes maior, mostrando a inibicdo do crescimento de Pleurotus
ostreatus por (NH4),SO, Rosado et al. (2003) obtiveram maior
concentragdo de EPS (9,7 g L™) por Pleurotus ostreatoroseus quando
utilizaram menor concentracdo de (NH,4),SOy4.

Confortin et al. (2008) observaram a influéncia negativa de
(NH,4),SO, sobre a producdo de EPS por Pleurotus sajor-caju PS2001
avaliando a influéncia da concentragdo de trés fontes de nitrogénio
(extrato de levedura, peptona de soja e (NH4),SO,). De acordo com o
planejamento fatorial realizado, menores concentragdes de (NH,4),SO, e
extrato de levedura, bem como maiores concentraces de peptona de
soja no meio de cultivo, proporcionaram aumento da producdo de EPS
por Pleurotus sajor-caju PS2001 (1,18 g L™).
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Dentre 0s elementos minerais, o calcio é citado por alguns
autores como indutor da producdo de biomassa e de metabdlitos
secundarios, como polissacarideos, por fungos, pois esta envolvido em
diversos processos bioquimicos do metabolismo de fungos. Apesar de
ndo ter sido demonstrado que todos os fungos o utilizam, ele esta
relacionado a muitos aspectos importantes da estrutura celular,
principalmente por ser responsavel pela manutencdo da integridade
estrutural da membrana e na producdo de enzimas. Em basidiomicetos, 0
célcio pode ser fundamental em determinadas fases do ciclo de vida de
algumas espécies, destacando-se Cyathus stercoreus, a qual forma
micélio em meio sem célcio, mas necessita dele para formar o corpo de
frutificacdo (PUTZKE e PUTZKE, 2002). Chen et al. (2008), avaliaram
a influéncia de diversos minerais (MgSQ,4, K;HPO,, KH,PO,, CaCl,,
FeSO,4 7H,0, MnSO, e CaCl,+MgS0,) sobre a producdo de biomassa e
EPS por Fomes fomentarius. A mistura CaCl, + MgSQ, proporcionou as
maiores concentracdes de biomassa micelial (7,9 g L") e EPS ( 0,88
g L™). Hwang et al. (2003), dentre os minerais avaliados (CaCl,, FeSOy,
KH,PO,, K;HPO,, MgSO, e MnSQy), obtiveram maior concentracdo de
biomassa (3,33 g L") e EPS (2,03 g L™) por Phellinus linteus com a
adicdo de CaCl, ao meio de cultivo. Xiao et al. (2004) e Kim et al.
(2005b) também obtiveram aumento da concentragdo de biomassa e
EPS por Cordyceps jiangxiensis e Cordyceps militaris quando
adicionaram CaCl, ao meio de cultivo. Kim et al. (2005a), obtiveram as
maiores concentracfes de biomassa e EPS por Agrocybe cylindracea
guando no meio de cultivo encontravam-se os sais CaCl, e
MgSQ,4.7H,0. Segundo Papagianni (2004) e Chardonnet et al. (1999),
fons Ca®* tém importante funcdo no crescimento flingico, bem como na
composicdo da parede celular destes fungos em termos de
polissacarideos. Normalmente, um gradiente eletroquimico permite a
difusdo passiva de fons Ca®* para dentro da célula por meio dos canais
de proteinas, porém a baixa concentracdo citoplasmatica destes ions €
mantida por meio da atividade de bombas Ca/ATPase. Esse movimento
de fons Ca’* através da membrana celular gera gradientes internos e
externos que favorecem a atividade de algumas enzimas envolvidas na
expansdo da parede celular e inibem a atividade de enzimas envolvidas
na sintese de biopolimeros da parede celular, estimulando a excrecédo
dos polissacarideos. Desta forma, obtém-se aumento da producdo de
EPS e diminuicdo da producdo de polissacarideos intracelulares (IPS).

Estudos referentes a otimizacdo do meio de cultivo, relacionados
tanto ao tipo de fontes de carbono e nitrogénio quanto as suas
concentragdes e, composi¢do mineral do meio de cultivo, sdo de grande
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importancia quando se objetiva aumentar a produgéo de EPS por fungos.
Jiao et al. (2008) estudaram a composicdo de um meio de cultivo a fim
de maximizar a concentracdo de EPS por Armillaria lGteo-virens Sacc,
um cogumelo comestivel e medicinal muito conhecido na China. Estes
pesquisadores definiram glicose e extrato de levedura como o0s
constituintes que mais influenciaram a producdo de EPS. Através de
programas estatisticos e graficos de superficie de resposta definiu-se
como meio de cultivo otimizado (g L™): glicose 31,26, extrato de
levedura 1,06, K,HPO, 1,00, KH,PO,4 0,50 e MgSO,4 7H,O 0,45. Desta
forma, obteve-se concentracdo de EPS de 5,40 g L™, ap6s 5 dias de
cultivo. Fan et al. (2007) obtiveram aumento de 78,62 % na
concentracdo de EPS por Agaricus brasiliensis ap6s otimizagdo do
meio de cultivo.

2.4.2 Condigdes de cultivo: temperatura, pH, velocidade de agitacéo
e vazdo de ar

Condicbes de cultivo como temperatura, pH, vazdo de ar e
velocidade de agitacdo tém grande influéncia sobre a formagéo de EPS
por fungos (BARBOSA et al., 2004). Diferentes autores estudaram a
influéncia destas condi¢des de cultivo sobre a producdo de EPS por
fungos do género Ganoderma. Yang e Liau (1998) obtiveram maior
concentracdo de EPS por Ganoderma lucidum quando utilizaram
temperatura entre 30 e 35 °C, pH entre 4 e 4,5 e velocidade de agitagdo
de 150 rpm. Lee et al. (1999) conduziram o cultivo de Ganoderma
lucidum sem controle de pH, ou seja, evolugéo espontanea (o pH inicial
de 6 caiu para quase 2,6 apds 3 dias de cultivo) e em pH controlado em
6 durante todo o cultivo. A Figura 6 mostra a influéncia do valor do pH
sobre a morfologia do micélio. Observa-se formag¢do de “pellets”
menores no cultivo conduzido em pH controlado. Além disso, o cultivo
conduzido em pH controlado propiciou aumento da concentracdo de
EPS de 4,1 g L™ para 20,1 g L™ sem prejudicar o crescimento
microbiano, bem como, devido a modificacdo na morfologia dos
“pellets”, manteve baixa a viscosidade do meio de cultivo. Papinutti
(2010) avaliou a producdo de ESP por Ganoderma lucidum em
diferentes valores de pH (3,5 a 7,5). Maiores concentracGes de EPS
(139,01 mg g™) foram obtidas com pH 3,5.
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Figura 6 - Influéncia do pH sobre a morfologia do micélio de
Ganoderma lucidum; (A) cultivo sem controle do pH e (B) pH
controlado em 6,0.

Fonte: LEE et al. (1999).

Segundo Xiao et al. (2006) o estudo do pH do meio de cultivo é
muito importante quando se pretende maximizar a produgdo de EPS por
fungos filamentosos, pois o pH afeta a funcdo da membrana flngica, a
morfologia e a estrutura da célula, e consequentemente a utilizacdo dos
nutrientes do meio pelo fungo e a producdo de EPS. Assim sendo, afeta
consequentemente a reologia do meio de cultivo. Estes pesquisadores
avaliaram a influéncia do pH (3 a 10) sobre a producdo de biomassa e
EPS por Cordyceps jiangxiensis. O valor de pH 7 propiciou maior
concentracdo de biomassa (10,56 g L™) enquanto o valor de pH 6
propiciou maior concentracdo de EPS (4,6 g L™). Dentre as temperaturas
avaliadas (22 a 32 °C), ndo houve diferenca entre os resultados obtidos
com as temperaturas de 26 a 30 °C, as quais proporcionaram
concentracdes de biomassa e EPS de 1056 e 356 g L™,
respectivamente.

Lee (2004), Huang e Liu (2008) e Shih et al. (2008) estudaram a
influéncia do valor do pH inicial do meio de cultivo sobre a producgdo de
biomassa micelial e de EPS por fungos do género Grifola. O primeiro
pesquisador obteve maior concentracdo de biomassa e EPS por Grifola
frondosa com pH inicial de 5,5 e temperatura de 25 °C, em frascos
agitados. Quando se avaliou a influéncia das condicGes de cultivo em
biorreator, em processo descontinuo, dentre os valores de pH (3 — 6),
vazdo de ar (0 — 2,5 vwm) e velocidade de agitacdo (50 — 300 rpm)
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testados, valores de pH e aeragdo mais altos (pH 5, 1,66 vvm) e agitacdo
mais baixa (166 rpm) propiciaram maiores concentragcdes de biomassa
micelial (16,8 g L™) e EPS (5,26 g L™). Huang e Liu (2008) obtiveram
maior concentracdo de biomassa e EPS por Grifola umbellata utilizando
valores de pH 5 e 6, respectivamente. Valores de pH 4 e 5 favoreceram
maior concentracdo de biomassa (2,7 g L") e EPS (0,8 g L™,
respectivamente, por Grifola frondosa (SHIH et al., 2008).

Apesar de diferentes condi¢des de cultivo serem exigidas para a
producdo de biomassa micelial e EPS por diferentes géneros e espécies
de fungos, pode-se dizer que grande parte dos fungos apresenta pH
otimo acido (4,0 a 6,0) de crescimento e producdo de EPS.

Wisbeck (2003) e Borges (2009) estudaram a influéncia do pH
sobre a producdo de biomassa micelial e EPS por fungos do género
Pleurotus, ambas obtiveram concentra¢des e produtividades maiores em
cultivos conduzidos em valores de pH mais acidos. Wisbeck (2005),
utilizando a espécie P. ostreatus, obteve maiores concentracfes de
biomassa micelial e EPS (12,8 e 1,33 g L™, respectivamente) em
cultivos conduzidos em pH 4,0 ao invés de 6,0. Borges (2009),
utilizando a espécie P. djamor, obteve maiores concentracfes de
biomassa micelial e EPS (7,11 e 2,11 g L™) em cultivos conduzidos em
pH 3,0 ao invés de 4,0.

Hwang et al. (2003) avaliaram a influéncia de diferentes
temperaturas de cultivo (20, 25, 28, 30 e 35 °C) e diferentes valores de
pH (3 a 9, variando uma unidade de pH) sobre o cultivo de Phellinus
linteus. A temperatura de 30 °C foi a que propiciou tanto a maior
concentracdo de biomassa micelial quanto de EPS. O valor de pH 5
propiciou a maior concentracdo de biomassa micelial e o pH 4 a maior
concentracdo de EPS. No cultivo em biorreator utilizando 30 °C, vazéo
de ar 2 vwm, velocidade de agitacdo 50 rpm e pH inicial igual a 4, ap6s
15 dias de cultivo, os autores obtiveram concentragdo maxima de
biomassa micelial de 11 g L. A concentragdo méxima de EPS
ocorreu ap6s 14 dias de cultivo (3,3 g L™).

Kim et al. (2005a) obtiveram as maiores concentracGes de
biomassa e EPS por Agrocybe cylindracea quando utilizaram
temperatura de 25 °C. Maior concentragdo de biomassa micelial foi
obtida em pH 4 e maior concentra¢do de EPS em pH 6. Wu et al. (2006)
estudaram o efeito do pH durante o cultivo liquido, em processo
descontinuo, de Auricularia auricula sobre a producdo de biomassa
micelial e EPS. As mais altas concentracfes de biomassa micelial e de
EPS (7,5 g L™) foram obtidas em pH 5,5 e 5, respectivamente. Portanto,
realizou-se um cultivo mantendo-se o pH em 5 durante as 48 primeiras
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horas e depois 0 pH foi ajustado para 5,5. Obteve-se entdo concentragdo
e produtividade em EPS de 8,7 g L™ € 0,091 g L™ h™, respectivamente.

Cho et al. (2006) avaliaram a influéncia da temperatura e do pH
inicial sobre a produgéo de biomassa e EPS por Tremella fuciformis, em
frascos agitados. Dentre as temperaturas testadas (25, 28, 31 e 34 °C) os
menores valores de concentracdo de biomassa foram obtidos com a
maior temperatura. Dentre a faixa de pH testados, 5 — 9, contrariando o
esperado, ja que a maioria dos fungos apresenta pH 6timo &cido de
crescimento e produgdo de EPS, os valores 8 e 9 propiciaram maior
concentracdo de biomassa e EPS, respectivamente. Assim como, 0S
resultados obtidos por Pokhrel e Ohga (2007), os quais avaliaram a
influéncia do pH inicial (5 a 9) do meio de cultivo sobre a producéo de
biomassa e EPS por Lyophyllum decastes. O pH 8 propiciou maior
actimulo de biomassa micelial (7,10 g L™). O pH 7 propiciou maior
concentragdo de EPS (1,73 g L™Y).

Cho et al. (2006), em ensaios em biorreator avaliaram a
influéncia da velocidade de agitacdo (50, 200 e 400 rpm) sobre as
concentracbes de biomassa e EPS por Tremella fuciformis. A
concentracdo méaxima de biomassa micelial (7,03 g L™) e EPS (2,00
g L) foi obtida com 200 rpm. A velocidade especifica de crescimento
foi de 0,25 dia™ e fator de conversdo de glicose em EPS foi de 0,099
g g™. Em relagdo a vazdo de ar (0,5, 1 e 2 vvm), maior concentracéo de
biomassa micelial (10,12 g L™) e EPS (2,32 g L") foi obtida com 2 vvm.
A velocidade especifica de crescimento foi de 0,21 dia™ e o fator de
conversio de glicose em EPS foi de 0,09 g g™.

Chen et al. (2008) estudaram a influencia da temperatura e da
velocidade de agitagdo sobre a producdo de biomassa micelial e de EPS
pelo cogumelo medicinal Fomes fomentarius. A temperatura 6tima para
a producdo de biomassa micelial (7,48 g L™) e de EPS (0,81 g L) foi
25 °C. A velocidade de agitagdo pdde variar de 120 a 180 rpm, sem
influenciar a producdo de biomassa micelial e EPS.

Segundo Barbosa et al. (2004), a funcdo da agitacdo no meio de
cultivo é melhorar a eficiéncia de mistura dos componentes do meio de
cultivo, bem como auxiliar na liberagdo dos EPS aderidos a biomassa
micelial. Porém, velocidades muito altas produzem efeito negativo sobre
a producdo de biomassa micelial e formacéao de polissacarideos.

2.4.3 Propriedades reol6gicas dos meios de cultivo

Dependendo do sistema microbiano, alguns EPS formam
capsulas ao redor da célula tornando-se parte da parede celular,
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enquanto outros formam grumos fora da parede celular e tém habilidade
para se difundirem para dentro da fase liquida durante o processo de
cultivo. Como resultado da producdo de EPS, as propriedades reoldgicas
do cultivo podem produzir mudangas no meio, comegando como um
fluido newtoniano de baixa viscosidade e finalizando como um fluido
ndo-newtoniano de elevada viscosidade. Os microrganismos que
produzem grandes quantidades de grumos tém maior potencial para
aplicacdo industrial, considerando ser um processo mais simples a
recuperagao/extracao de EPS do meio de cultivo (SILVA et al., 2006).

A natureza viscosa do caldo de cultivo de alguns fungos
filamentosos pode ocasionar sérios problemas durante a fermentacéo.
Quanto mais viscoso for o meio, maior a poténcia necessaria para a
agitacdo e mais dificil sera a obtencdo de uma mistura homogénea
principalmente em larga escala. Assim, menos eficiente serd a
transferéncia de massa do sistema agitado e, consequentemente menor a
solubilizacdo de O, no meio de cultivo dos processos aerdbios. A
transferéncia de oxigénio em sistemas agitados e aerados é funcdo de
uma série de varidveis dentre as quais encontra-se a viscosidade
(BORZANI et al., 2001b).

O meio de cultivo tende a se tornar bastante viscoso em cultivos
submersos de fungos devido a biomassa filamentosa dos
microrganismos e aos EPS dissolvidos no meio de cultivo (CUlI &
CHISTI, 2003). Segundo Cho et al. (2006) a reologia do meio, nestes
cultivos, estd frequentemente relacionada com a morfologia da célula e
com a concentragdo de biomassa micelial e de EPS. Muitos
pesquisadores demonstraram que a reologia do meio durante o cultivo
de fungos, em média apds 5 dias de cultivo, tem comportamento
pseudoplastico ao invés de newtoniano, o que influencia negativamente
a producgdo do produto de interesse. A reologia do meio de cultivo para
Aureobasidium pullulans, um fungo dimoérfico como Tremella
fuciformis, é newtoniano no inicio do cultivo, porém com o aumento da
concentracdo do produto torna-se pseudoplastico (LEDUY et al., 1974
citado por CHO et al., 2006). Analisando a influéncia da velocidade de
agitacdo (200 rpm) e da vazdo de ar (2 vvm) sobre a viscosidade do
meio de cultivo para producdo de biomassa e de EPS por Tremella
fuciformis em biorreator, observou-se caracteristicas de cultivo
newtoniano e viscosidade méaxima de 35 cP, em condigdes de alta vazéo
de ar (2 vvm). A velocidade de agitagdo ndo apresentou efeito
significativo sobre a viscosidade do meio (CHO et al., 2006).

Lee et al. (2004) estudaram a morfologia do fungo Grifola
frondosa, em fungdo do pH do meio de cultivo, da vazéo de ar e da
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velocidade de agitacdo, em processo descontinuo. Utilizando as
condicBes definidas como 6timas para obtencdo de biomassa micelial e
EPS, ou seja, 1,66 vwm, pH 5 e 166 rpm, os autores ndo observaram a
formagéo de “pellets”, e sim de micélio solto no meio de cultivo (Figura
7) mantendo baixa a viscosidade do meio de cultivo.

(@) (b) (©

Figura 7 - Mudancas na morfologia do micélio em funcéo das seguintes
condigBes de cultivo (a) pH 6,0, vazdo de ar 0,5 vvm, velocidade de
agitacdo 100 rpm; (b) pH 4,0, vazdo de ar 0,5 vvm, velocidade de
agitacdo 250 rpm; (¢) pH 5,0, vazdo de ar 1,16 vvm, velocidade de
agitacéo 166 rpm (condi¢do otimizada).

Fonte: LEE et al., 2004.

2.4.4 Processos de cultivo

Segundo Cui e Chisti (2003), a producdo de EPS por fungos de
uso medicinal se d& preferencialmente por meio de cultivo submerso ao
invés de cultivo solido. O cultivo submerso apresenta algumas
vantagens sobre o cultivo solido como: maior controle das condigdes de
cultivo, menor esforgo e espago para o cultivo, bem como menor risco
de contaminacdo. Entretanto, o sucesso de um cultivo submerso depende
muito de uma correta definicdo dos seguintes itens: microrganismo,
meio de cultivo, etapas de recuperagdo do produto e forma de condugdo
do processo de cultivo.

Quanto a sua forma de conducdo, o cultivo pode ser classificado
em descontinuo simples, descontinuo alimentado, semi-continuo e
continuo. Um processo muito utilizado é o descontinuo, devido aos
menores riscos de contaminacdo e grande flexibilidade de operacéo.
Este processo pode ser assim descrito: no instante inicial a solugéo
nutriente esterilizada no biorreator é inoculada com microrganismos e
incubada, de modo a permitir que o cultivo ocorra sob condicfes 6timas.
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No decorrer do cultivo nada é adicionado, exceto oxigénio, no caso de
processos aerdbios (na forma de ar), antiespumante, e acido ou base para
controle do pH. Terminado o cultivo, descarrega-se a dorna, e o caldo
fermentado segue para os tratamentos finais. Entdo, deve-se lavar a
dorna, esteriliza-la e recarrega-la com o meio de cultivo e in6culo.
Conclui-se que, se ndo houver adicdo de solugBes para controle do
processo, nem perda de liquido por evaporacdo, o volume no decorrer
do cultivo permanece constante (BORZANI et al., 2001a).

O processo descontinuo alimentado é definido como uma técnica
em que um ou mais nutrientes sdo adicionados ao biorreator durante o
cultivo e em que os produtos ai permanecem até o final do cultivo. Em
alguns casos todos os nutrientes sdo gradualmente alimentados a dorna.
Adicionalmente, este conceito pode ser estendido para o acréscimo de
aditivos, tais como precursores de produtos. A vazdo de alimentacdo
pode ser constante ou variar com o tempo, e a adi¢ao de caldo de cultivo
pode ser de forma continua ou intermitente. Mudanca de volume pode
ou ndo ocorrer, dependendo da concentragdo de substrato e da taxa de
evaporagdo do sistema. Devido a flexibilidade de utilizacdo de
diferentes vazdes de enchimento, é possivel controlar a concentracdo de
substrato no fermentador, de modo que, por exemplo, o metabolismo
microbiano seja deslocado para uma determinada via metabdlica,
levando ao acimulo de um produto especifico (BORZANI et al., 2001a;
ACEVEDO & GENTINA, 2002).

O processo semi-continuo é assim chamado porque tanto o fluxo
de entrada do meio de cultivo no biorreator quanto o de saida de caldo
fermentado sdo intermitentes. O processo inicia como descontinuo
simples, porém dado o tempo de processo, retira-se parte do meio
fermentado, mantém-se no biorreator o restante do caldo fermentado e
adiciona-se ao biorreator 0 mesmo volume de meio de cultivo. Como
vantagem, apesar das poucas publicacGes utilizando este tipo de
processo, pode-se citar a possibilidade de operar o biorreator por longos
periodos de tempo sem a necessidade de se preparar novo inéculo, bem
como aumento da produtividade do processo apenas modificando o
cronograma de trabalho.

O processo continuo caracteriza-se por possuir uma alimentacao
continua de meio de cultivo a uma determinada vazédo constante, sendo o
volume de reagdo mantido constante através da retirada continua de
caldo fermentado. A manutencao do volume constante no biorreator é de
primordial importancia, a fim de que o sistema atinja a condi¢do de
estado estacionario, condicdo na qual as variaveis de estado
(concentragdo de células, de substrato limitante e de produto)
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permanecem constantes ao longo do cultivo. Como vantagens deste
processo pode-se citar 0 aumento da produtividade, em virtude da
reducdo dos tempos mortos ou ndo produtivos, a obtencdo de caldo
fermentado uniforme, facilitando as etapas posteriores de recuperacdo
do produto de interesse, manutencgdo das células em um mesmo estado
fisiolégico e menor necessidade de mao-de-obra. Como desvantagens,
pode-se citar maior investimento inicial na planta, maior possibilidade
de ocorréncia de contaminagfes, por se tratar de um sistema
essencialmente aberto, dificuldade de manutencdo de homogeneidade no
bioreator, quando se trabalha com baixas vazdes e, em algumas
situacdes, dificuldade de operacdo em estado estacionario (BORZANI et
al., 2001a; ACEVEDO & GENTINA, 2002).

Tang e Zhong (2002) estudaram o cultivo de Ganoderma
lucidium em biorreator em processo descontinuo com pulsos de lactose.
Quando a concentragdo de lactose no meio de cultivo baixou para 10 a 5
g L?, adicionou-se uma solucdo concentrada de lactose a fim de se
elevar a concentragdo para 15 g L™. Apés 20 dias de cultivo obteve-se
0,87 g L™ de concentragdo méxima de EPS, aproximadamente 43 %
maior que a obtida em processo descontinuo simples. A produtividade
méxima em EPS foi de 1,76 mg L™ h™.

Zou (2006) estudou o cultivo de Agaricus brasilienses em
biorreator em processo descontinuo com pulsos de glicose. A adigdo de
uma solugdo concentrada de glicose foi realizada a cada 24 h, durante o
periodo de 72 a 120 horas, a fim de aumentar a concentracéo de glicose
para 15 g L™, pois em cultivo realizado em processo descontinuo
simples, apds 72 horas se atinge a metade da fase de maxima velocidade
de formacdo de biomassa micelial e produtos, sendo a concentra¢do
residual de glicose neste instante aproximadamente 10 g L™ . Por meio
do processo descontinuo com pulsos de glicose o autor conseguiu
aumentar a concentracdo de EPS em 26,9 % ( aproximadamente 1,67
g L") em comparag&o com o processo descontinuo simples.

Shih et al. (2008) estudaram o cultivo de Grifola frondosa em
biorreator em processo descontinuo com pulsos de glicose, pois de
acordo com experimentos realizados anteriormente por estes
pesquisadores, em processo descontinuo simples, verificou-se que a
fonte de carbono esgotava-se antes que biomassa micelial e produto
atingissem suas concentragcbes maximas. Os autores justificaram este
fato devido a concentracdo insuficiente da fonte de carbono no meio de
cultivo. Contudo, como é sabido que muitas vezes concentracdes
elevadas de nutrientes adicionadas no inicio do cultivo levam a inibi¢do
do crescimento celular e formagdo de produto, os autores optaram por
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estudar o processo descontinuo com pulsos de glicose. Quando a
concentragdo de glicose atingiu a concentracdo de 05% (5gL™),
apo6s aproximadamente 6 dias de cultivo, adicionou-se no meio de
cultivo uma solucdo concentrada de glicose a fim de se elevar a
concentracdo para 1,5 % (15 g L™). A adicéo de solucéo de glicose foi
realizada por seis vezes (apés 6, 7, 9, 9,5, 11 e 12 dias de cultivo). Apds
13 dias de cultivo as concentragdes de biomassa micelial e EPS foram
8,23 g L"e3,88(gL" respectivamente. As concentracdes de biomassa
micelial e EPS obtidas com o processo descontinuo com pulsos de
glicose foram 22,8 % e 17,6 %, respectivamente, superiores as obtidas
com o processo descontinuo simples.






3. JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E ESTRATEGIA

Conforme visto no capitulo anterior, diversos estudos tém
buscado aumentar, por meio da modificacdo do meio e das condicdes de
cultivo, a produgdo de EPS por diferentes basidiomicetos. Contudo,
estudos sobre a producdo de EPS por fungos do género Pleurotus sao
ainda escassos na literatura, podendo-se citar poucos autores como:
Burns et al. (1994), Maziero et al. (1999), Rosado et al. (2003),
Wisbeck (2005), Libardi-Jr et al. (2007), Confortin et al. (2008), Gern et
al. (2008) e Borges (2009). Estudos sobre a acdo medicinal de EPS
produzidos por este género, entretanto, sdo fartos na literatura,
comprovando sua importancia medicinal.

Em funcdo disso, buscou-se estudar o desempenho de duas
espécies de Pleurotus (P. ostreatus e P. sajor-caju) na producao de EPS
frente a diferentes composicGes de meio, condic¢des de cultivo e formas
de condugdo do processo de producao, conforme descrito a seguir.

3.13.1L PRODU(;AO DE POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES
(EPS) POR Pleurotus ostreatus

O cultivo submerso de Pleurotus ostreatus em processo
descontinuo simples foi estudado pelo grupo de pesquisa em “Processos
Biotecnologicos” da UNIVILLE (WISBECK et al., 2005; GERN et al.,
2008; FURLAN et al., 2008). Nesses trabalhos, foram estudados,
principalmente, o tipo e a concentragdo das fontes de carbono e
nitrogénio constituintes do meio de cultivo, diferentes valores de
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K,a), de pH,
dentre outros, sobre a producdo de biomassa micelial e EPS. Contudo,
nao se encontrou em literatura estudos sobre a influéncia do tipo de
processo de cultivo sobre a producdo de EPS por fungos do género
Pleurotus.

Portanto, o primeiro e o0 segundo objetivos especificos deste
trabalho foram avaliar a producdo de EPS por Pleurotus ostreatus
utilizando os processos descontinuo com pulsos de glicose e semi-
continuo com cortes de 50 e 75% do volume de meio de cultivo.



58

3.1.1 Cultivo de Pleurotus ostreatus em processo descontinuo com
pulsos de glicose

A estratégia de cultivo de Pleurotus ostreatus em processo
descontinuo com pulsos de glicose foi definida com base no cultivo
prévio de Pleurotus ostreatus em processo descontinuo simples
realizado por Wisbeck et al. (2005), utilizando o mesmo meio e
condicbes de cultivo desse trabalho. Sendo assim, 0s cultivos
conduzidos em processo descontinuo com pulsos de glicose foram
alimentados com solucdo concentrada de glicose sempre que a
concentracdo de glicose no meio de cultivo atingia valor entre 20 — 25
g L™, a fim de elevar este valor para 30 g L™, pois Wisbeck et al. (2005)
observaram aumento da concentracdo de EPS até aproximadamente 200
horas de cultivo, sendo a concentracdo de glicose neste instante
aproximadamente 20 g L™. Além disso, os autores observaram que o
tempo correspondente a metade da fase de maxima velocidade de
formacao de EPS (150 horas) a concentragdo de glicose era de 30 g L™.

3.1.2 Cultivo de Pleurotus ostreatus em processo semi-continuo com
cortes de 50 e 75 % do volume de meio de cultivo

A estratégia de cultivo de Pleurotus ostreatus em processo semi-
continuo com cortes de 50 e 75 % do volume de meio de cultivo
também teve como base os resultados obtidos previamente por Wisbeck
et al. (2005) pelos motivos descritos em 3.1.1. Os cultivos tiveram 50 e
75 % do volume de trabalho retirado do biorreator sempre que a
concentracdo de glicose no meio de cultivo atingiu valor entre 20 - 25
g L™. Em seguida, o mesmo volume de meio de cultivo POL, contendo
glicose em concentracéo suficiente para que esta retornasse a 40 g L™,
foi adicionado ao biorreator.

3.2 PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES
(EPS) POR Pleurotus sajor-caju

Sabe-se de resultados obtidos pelo grupo de pesquisa em
processos biotecnolégicos da UNIVILLE que, em experimentos
realizados em frascos agitados, Pleurotus sajor-caju produziu menor
concentracdo de EPS que Pleurotus ostreatus. Porém, é fato também
gue a acdo antitumoral in vivo desta espécie foi superior a de Pleurotus
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ostreatus (MIZUNO, 1999; DALONSO et al., 2009), o que justifica o
interesse em maximizar sua producéo.

3.2.1 Cultivo de Pleurotus sajor-caju em processo descontinuo
simples

Comparando-se 0s resultados obtidos neste trabalho, utilizando a
espécie Pleurotus ostreatus, com aqueles obtidos por Wisbeck et al.
(2005), utilizando a mesma espécie fungica, decidiu-se realizar o cultivo
de Pleurotus sajor-caju em processo descontinuo simples. Contudo, a
formag@o de aglomerados (“pellets”) muito grandes de micélio no caldo
de cultivo, provavelmente devido a ndo excrecdo dos polissacarideos
para 0 meio e a aderéncia destes a biomassa micelial, impossibilitou a
homogeneizacdo do meio de cultivo e, consequentemente, a
continuidade do experimento.

3.2.2 Determinacao das concentragdes iniciais de (NH;),SO,, extrato
de levedura e peptona de soja sobre a producdo de biomassa
micelial e EPS

Considerando as dificuldades em conduzir o processo devido a
alteracdo da reologia do meio (item 3.2.1.), decidiu-se alterar o meio de
cultivo a fim de reduzir a formagao de “pellets”. Investigou-se, portanto,
a influéncia de menores concentraces iniciais de (NH,4),SO,, extrato de
levedura e peptona de soja, constituintes do meio de cultivo POL,
sugerido por Cavazzoni e Adami (1992) para a producdo de EPS por
basidiomicetos e ascomicetos, sobre a produgdo de biomassa e EPS por
Pleutorus sajor-caju. Sendo este o terceiro objetivo especifico deste
trabalho.

Para tanto, realizou-se o cultivo de Pleurotus sajor-caju, em
frascos agitados, em 8 diferentes meios de cultivo, cuja formulagdo foi
obtida por meio de um planejamento fatorial 2° variando-se as
concentrac@es iniciais de (NH;),SO,4, extrato de levedura e peptona de
soja. A composicao restante do meio de cultivo POL néo foi modificada
e a concentracdo inicial de glicose utilizada foi de 20 g L™. O meio de
cultivo POL proposto por Cavazzoni e Adami (1992) utiliza em sua
formulacio CaCO; (1,0 g L™). Contudo, para 0s experimentos
realizados em frascos agitados este composto néo foi utilizado, pois o
cultivo ocorre em pH livre, sendo o pH inicial proximo da neutralidade,
0 que impossibilita a solubilizagdo deste composto, tornando o meio de
cultivo turvo e impedindo a visualizagéo de contaminacdes.



60

3.2.3 Estudo da influéncia do pH, da adicdo de CaCO; e da
concentracdo inicial de glicose sobre a producdo de EPS por
Pleurotus sajor-caju

De acordo com experimentos realizados por Wisbeck (2003),
Pleurotus ostreatus apresentou maior producdo de EPS em pH 4,0 que
em pH 5,0. E, de acordo com a andlise de seus dados (gréficos de
superficie de resposta), a tendéncia seria obter-se maior concentracdo de
EPS em valores de pH menores ainda. Além disso, de acordo com
Borges (2009), maiores concentracbes de EPS foram obtidas por P.
djamor quando utilizou-se pH de cultivo igual a 3,0 ao invés de 4,0.
Portanto, o quarto objetivo especifico deste trabalho foi estudar o cultivo
de Pleurotus sajor-caju em processo descontinuo, utilizando-se 0 meio
de cultivo POL modificado (item 3.2.2.), em pH 3,0, pH 4,0 e pH livre.

Sabe-se de literatura (HWANG et al., 2003; XIAO et al., 2004;
KIM et al., 2005a; KIM et al., 2005b) que a presenca de fons Ca®* no
meio de cultivo proporciona aumento da excrecdo de polissacarideos
para o0 meio de cultivo e, consequentemente, aumento da producéo de
EPS por diversos basidiomicetos. Portanto, a fim de aumentar a
excrecdo de polissacarideos, diminuindo a presenca de polissacarideos
aderidos a biomassa micelial e, com isso, minimizar a formagdo de
“pellets” grandes que inviabilizem a condug¢do dos experimentos, o
quinto objetivo especifico foi avaliar a influéncia da adicdo de CaCOs
(1,0 g L") ao meio de cultivo sobre a producéo de EPS por Pleurotus
sajor-caju.

Sabe-se, ainda, de literatura que geralmente maiores
concentracd@es iniciais de glicose levam a maiores concentracfes de EPS
fangicos (BURNS et al., 1994; LEE et al., 2004; ZOU, 2006; CHEN,
2007; GERN et al., 2008; JIAO et al., 2008; LUO et al., 2009). De
acordo com Libardi-Jr et al. (2007), em experimentos realizados com
Pleurotus sajor-caju em frascos agitados, maior concentragcdo de EPS
foi obtida quando utilizou-se concentragio inicial de glicose de 60 g L™
ao invés de 20, 40 ou 80 g L™ Portanto, 0 sexto e Ultimo objetivo
especifico foi avaliar o cultivo de Pleurotus sajor-caju em processo
desclontl'nuo simples utilizando concentragdo inicial de glicose de 60
gL™.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

A linhagem de Pleurotus ostreatus foi obtida da “Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Gmb” sob o codigo
DSM 1833 e a linhagem de Pleurotus sajor-caju foi obtida da Cole¢édo
de Culturas de Basidiomicetos da Universidade de S&o Paulo sob o
codigo de CCB 019.

4.2 MEIOS DE CULTIVO
4.2.1 Meio de manutengéo

Ambas as espécies foram mantidas em meio sélido TDA,
composto por 1,0 L de extrato de trigo, 20 g de dextrose e 15 g de agar,
conforme proposto por Furlan et al. (1997), sob refrigeracdo (4 °C) e 0s
repiques feitos a cada trés meses.

O extrato de trigo foi obtido mediante a infusdo de 500 g de trigo,
previamente lavados, em 1,0 L de agua deionizada. Apds 10 minutos de
fervura, a mistura foi filtrada e o extrato usado para preparar 0 meio
TDA, o qual foi esterilizado em autoclave por uma hora.

4.2.2 Meio de cultivo POL

O meio de cultivo POL foi composto por 5,0 g L™ de (NH,),SOa,
0,2 g L™ de MgS0..7H,0, 1,0 g L™ de K,HPO,, 2,0 g L™ de extrato de
levedura, 1,0 g L™ de peptona de soja e 1,0 g L™ de CaCOs, conforme
proposto por Cavazzoni e Adami (1992) para produgdo de EPS por
basidiolmicetos e ascomicetos. A concentracdo inicial de glicose foi de
20g L™

4.3 PREPACAO DO INOCULO

O indculo para os cultivos em frascos agitados consistiu de dois
discos de agar de 15,0 mm de didmetro, contendo micélio fungico de
coldnias contidas na regido periférica de uma placa de Petri, para cada
100 mL de meio de cultivo.
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Para os cultivos em biorreator utilizou-se 400 mL (ou seja, 10 %
do volume util do biorreator) de meio de cultivo POL sem CaCOj3; e com
adicdo de 20 g L™ de glicose. Optou-se por néo utilizar CaCOs, pois
como ndo é possivel controlar o valor do pH do meio de cultivo nesta
etapa do processo, realizada em frascos da marca Duran (2,0 L), o
CaCO3 ndo se dissocia, gerando um meio de cultivo turvo que dificulta a
detecgdo de contaminantes. Os frascos foram inoculados com micélio de
7 dias, contido em uma placa de Petri. Em seguida, foram incubados a
30 °C em agitador B.BRAUN, modelo CERTOMAT U, com agitacdo
reciproca de 120 min™, por seis dias (FURLAN et al., 2008).

4.4 CONDUGAO DOS EXPERIMENTOS

4.4.1 Cultivo de P. ostreatus em processos descontinuo com pulsos
de glicose e semi-continuo com cortes de 50 e 75 % do volume de
meio de cultivo

Os ensaios foram conduzidos em biorreator de mistura completa,
modelo MD B. BRAUN, com dorna de capacidade de 5 L e volume de
trabalho de 4 L. Utilizou-se meio de cultivo POL, com concentracdo
inicial de glicose de 40 g L™. O pH foi controlado em 4, por meio da
adicdo automatica de solugbes de NaOH 6 N e H3PO, 12 N, tendo
acoplado ao biorreator um sensor de pH. A temperatura foi mantida em
30 °C através de circulagdo de agua na camisa do biorreator e
monitorada por um sensor de temperatura. A vazao de ar foi mantida em
0,25 L min™ e a velocidade de agitacdo em 300 rpm, resultando em
valor de K, a inicial igual a 15 h™ (FURLAN et al., 2008 ). O sistema
possuia trés turbinas, com seis pas planas, estando a primeira turbina
situada imediatamente acima do anel dispersor de ar. O didmetro das
turbinas é de 63 mm e a distancia entre elas de 75 mm.

As estratégias de conducdo dos experimentos em processo
descontinuo com pulsos de glicose e semi-continuo com cortes de 50 e
75 % do volume de meio de cultivo foram definidas com base no cultivo
prévio de P. ostreatus em processo descontinuo simples realizado por
Wisbeck et al. (2005), utilizando o0 mesmo meio e condigdes de cultivo
deste trabalho. Sendo assim, os cultivos conduzidos em processo
descontinuo com pulsos de glicose foram alimentados com solugédo
concentrada de glicose sempre que a concentragéo de glicose no meio de
cultivo atingiu valor entre 20 — 25 g L™, a fim de elevar este valor para
30 g L™ As concentracdes das solucdes de glicose, adicionadas a cada
pulso, foram calculadas de acordo com a concentracéo de glicose obtida
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no Ultimo ponto de amostragem, normalmente em torno de 20 — 25
g L™, e com o volume disponivel no biorreator devido & retirada de
amostras. Deste modo, tanto o volume quanto a concentragéo da solucéo
de glicose foram variaveis ao longo do cultivo. O cultivo foi conduzido
por 14 dias, periodo no qual realizou-se a alimentacdo do biorreator com
solucdo concentrada de glicose por 4 vezes.

Os cultivos conduzidos em processo semi-continuo, com cortes
de 50 e 75% do volume de meio de cultivo, tiveram 50 e 75 % do
volume de trabalho, ou seja, 2 e 3 L de caldo de cultivo,
respectivamente, retirados do biorreator sempre que a concentragdo de
glicose no meio de cultivo atingiu valor entre 20 - 25 g L™
(concentragdo de substrato de corte). Em seguida, 0 mesmo volume de
meio de cultivo POL, contendo glicose em concentragao suficiente para
que esta retornasse a 40 g L*, foi adicionado ao biorreator. As
concentracdes de glicose, adicionadas ao meio de cultivo POL ap6s cada
corte, foram calculadas de acordo com a concentracdo de glicose obtida
no Ultimo ponto de amostragem do ciclo ou tempo de residéncia,
normalmente em torno de 20 — 25 g L™, e com o volume disponivel no
biorreator devido a retirada de caldo (50 e 75 % do volume). Os cultivos
com corte de 50 % foram conduzidos por 26 dias. Os cultivos com corte
de 75 % foram conduzidos por 21 dias. Em ambos os cultivos realizou-
se 3 cortes, totalizando 4 ciclos ou tempos de residéncia.

4.4.2 Cultivo de Pleurotus sajor-caju em processo descontinuo
simples

O ensaio foi conduzido conforme metodologia descrita no
primeiro pardgrafo do item 4.4.1. (FURLAN, et al., 2008).

4.4.2.1 Determinacdo das concentracdes iniciais de (NH4),SO,, extrato
de levedura e peptona de soja no meio de cultivo POL

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 100 mL de meio de cultivo, sendo os meios de cultivo
formulados de acordo com planejamento fatorial 2°, variando-se as
concentrac@es iniciais de (NH;),SO,4, extrato de levedura e peptona de
soja do meio de cultivo POL, proposto por Cavazzoni e Adami (1992)
(Tabelas 1 e 2). O experimento 1 da Tabela 2, utiliza as concentragdes
iniciais de (NH,4),SO,, extrato de levedura e peptona de soja originais do
meio de cultivo POL. A composicao restante do meio de cultivo POL
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nédo 1foi modificada e a concentracdo inicial de glicose utilizada foi de 20
gL™.

Tabela 1 - Planejamento fatorial 2°. Os indices (-) e (+) indicam o nivel
de cada fator como inferior e superior, respectivamente.

Variaveis Nivel
+ .
(NH,);S04, (g L™ 5 2,5
Extrato de levedura, (g L™) 2 1
Peptona de soja, (g L™) 1 0,5

Tabela 2 - Concentrac@es iniciais de (NH4),SO,, extrato de levedura e
peptona de soja de cada ensaio, definido através do planejamento
fatorial 2° (Tabela 1).

. NH,),SO, Extrato de Peptona de soja
Ensalos ( ¢ |)_'1) levedura (g L) P LY J
1 5 2 1
2 5 2 0,5
3 5 1 1
4 5 1 0,5
5 2,5 2 1
6 2,5 2 0,5
7 2,5 1 1
8 2,5 1 0,5

Cada frasco foi inoculado conforme descrito no primeiro
paragrafo do item 4.3, incubado a 30 °C, em agitacéo reciproca de 120
-1 . . M . .
min~, durante 7 dias. O tempo de cultivo foi definido com base no
cultivo prévio de P. sajor-caju, em frascos agitados, realizado por
Monteiro et al. (2006). Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.4.2.2 Determinagdo do pH de cultivo, da adicdo de CaCO; e da
concentracao inicial de glicose no meio de cultivo

Os ensaios foram conduzidos conforme metodologia descrita no
primeiro paragrafo do item 4.4.1. (FURLAN, et al., 2008), sendo a
concentracdo inicial de glicose utilizada nos ensaios para determinagdo
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do pH e da adicdo de CaCO;3 ao meio de cultivo igual a 20 g L™. Nos
ensaios para determinagdo da concentracdo inicial de glicose testou-se,
além de 20 g L™, a concentragdo de 60 g L™. O meio de cultivo utilizado
em todos 0s ensaios foi 0 POL modificado (2,5 g L™ de (NH,),SO4; 0,2
gL' de MgSO,.7H,0; 1,0gL" de K,HPO,; 1,0 g L™ de extrato de
levedura; 1,0 g L™ de peptona de soja), conforme definido no item
4.4.2.1. Os ensaios foram conduzidos em processo descontinuo simples.

A escolha dos valores de pH a serem avaliados deu-se com base
em estudos prévios realizados por Wisbeck et al. (2005) e Borges
(2009). Assim como, a escolha por se avaliar a influéncia da presenga de
fons célcio no meio cultivo sobre a producdo de EPS, teve como base
estudos realizados por Chardonnet et al., 1999, Hwang et al., 2003,
Papagianni, 2004, Xiao et al., 2004, Kim et al., 20053, Kim et al.,
2005b e Chen et al. (2008). Com base em estudos prévios realizados por
Libardi Jr et al. (2007), definiu-se avaliar, em ensaios em biorreator,
concentraco inicial de glicose de 60 g L™.

Inicialmente conduziu-se os ensaios em pH 3,0, em seguida em
pH 4,0 e em pH livre (evolugdo esponténea). Apds a determinacgdo do
pH, os ensaios foram conduzidos com adicdo de CaCO; (1,0 g L™) ao
meio de cultivo, sendo o pH, deste ensaio em diante, controlado no valor
definido no experimento anterior. Em seguida, os ensaios foram
conduzidos utilizando-se concentracéo inicial de glicose de 60 g L™,
com adicéo de CaCOs (1,0 g L™). Todos os ensaios foram realizados em
duplicata.

4.5 METODOS ANALITICOS
4.5.1 Concentracdo de biomassa micelial

A concentracdo celular foi determinada pelo método
gravimeétrico.

Nos ensaios conduzidos em frascos agitados, ao final do cultivo,
toda a biomassa micelial foi filtrada em papel Whatman n °1,
previamente seco por 24 h a 60 °C. A massa obtida ap6s secagem por 72
h a 60 °C foi dividida pelo volume do contelido contido no frasco
Erlenmeyer no final do cultivo. O resultado foi expresso em g L™

Nos ensaios conduzidos em biorreator, amostras de
aproximadamente 20 mL, retiradas periodicamente do biorreator, foram
filtradas em papel Whatman n ©°1, lavadas com A&gua destilada,
transferidas para um cadinho pré-pesado e secas por 72 h a 60 °C. A
massa obtida foi dividida pelo volume de amostra.
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4.5.2 Concentracdo de glicose

A concentracdo de glicose foi medida pelo método Glicose-E
(CELM, Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos). Neste método, a
glicose € oxidada pela enzima glicose-oxidase (GOD) a &cido glucdnico
e agua oxigenada (a). Em presenca de peroxidase (POD), H,O, produz a
ligacdo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF), dando lugar
a formacdo de um cromdgeno vermelho cereja (b), cuja intensidade da
cor é proporcional a concentracdo de glicose presente na solucdo em
andlise (TRINDER, 1969). A sequéncia reacional é apresentada a
seguir:

(a) glicose + O, + H,O — acido gluconico + H,0,
(b) 2H,0, + 4-AF + fenol — 4-(p-benzoquinona-monoimino)fenazona +
4H,0

O procedimento completo é descrito a seguir:

e As amostras foram diluidas em agua deionizada de modo a se
obter solucdes de glicose com concentracéo entre 0,1e 1 g L™

e A 20uL de cada solugdo diluida foi adicionado 1,0 mL de reativo
GOD-POD;

e A mistura foi incubada em estufa a 37 °C por 20 minutos;

o As medicGes de absorbancia foram realizadas a 505 nm em
espectrofotdmetro (modelo UV-160A, SHIMADZU), tendo como
branco uma preparacéo idéntica, na qual a amostra foi substituida
por agua;

e Em paralelo as amostras analisadas, quatro solucBes padrdes
contendo 0,1, 0,5, 0,8 e 1 g L™ de glicose, sofreram o mesmo
tratamento.

Com base nas leituras obtidas com os padrdes, foi definida uma
equacao, por regressdo linear, através da qual foram calculadas as
concentracdes de glicose nas amostras.

4.5.3 Extracdo e determinacdo da concentragdo de polissacarideos
extracelulares (EPS)

Apos a separacdo da biomassa micelial, as amostras de 10 mL
foram tratadas com acetona resfriada a 4 °C, na proporcao
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acetona:amostra 3:1 (V/V) (MAZIERO, 1996). Apdés 24 h sob
refrigeracdo (4 °C), para precipitagdo dos EPS, as amostras foram
centrifugadas a 4500 g por 5 minutos, lavadas duas vezes com 20 mL da
solucdo acetona:etanol:agua destilada, na proporcdo 3:1:1 (V/IV/IV)
(CAVAZZONI & ADAMI, 1992). Por ultimo as amostras de EPS foram
ressuspensas em volume total de 10 mL utilizando H,SO,4 72%.

A concentragcdo de EPS foi estimada indiretamente através da
determinacdo de acUcares totais pelo método colorimétrico fenol-
sulfarico (DUBOIS et al., 1956). Este método baseia-se no fato de que
os acidos fortes (&cido sulfirico) desidratam os glicidios, dando origem
a aldeidos ciclicos (furfural ou derivados), que podem combinar-se com
diversos fendis formando compostos corados, cuja coloragdo €
diretamente proporcional a concentracdo de agUcares solUveis no meio
reativo (REMIAO et al., 2003).

O procedimento completo € descrito a seguir: em um tubo de
ensaio adiciona-se 0,5 mL da amostra a ser analisada devidamente
diluida, 0,5 mL de uma solucdo de fenol a5 % e 2,5 mL de &cido
sulfarico concentrado. Deixou-se reagir por 20 min em temperatura
entre 25 e 30 °C e mede-se a absorbancia em espectrofotémetro, a 490
nm.

Para o preparo da curva padrao, substitui-se a amostra por 0,5 mL
de solugdes padréo de glicose com concentragdes variando de 0,01 a 0,1
g L™. O equipamento foi calibrado com uma solucéo na qual a amostra
foi substituida por 4gua. Com base nas leituras obtidas com os padrdes,
foi construida uma curva de correlagéo entre absorbancia e concentracéo
(9 L™ cuja equaco da regressio linear permitiu calcular a concentracéo
de agUcares solUveis totais nas amostras.

4.6 METODOLOGIAS UTILIZADAS NOS CALCULOS
4.6.1 Concentragdes

4.6.1.1 Variagdo da concentracdo de EPS

AP

méax I:)mé1x' I:)O o] L'l] 4.1)

em que Pnax refere-se a concentracdo maxima de EPS obtida no cultivo
e Py a concentracédo de EPS no inicio do cultivo.
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4.6.1.2 Variacdo da concentracdo de biomassa micelial

AX =X =X, [9L"] (42)

em que X refere-se a concentracdo de biomassa micelial correspondente
a Prax € Xp a concentracdo de biomassa micelial no inicio do cultivo.

4.6.2 Fatores de conversao

4.6.2.1 Fator de conversdo de glicose em biomassa micelial (Yy/s)

X - X
Yy =
S-S

[09™] (4.3)
em que S e Sp referem-se as concentragbes de glicose no tempo
correspondente a Pz € no inicio do cultivo, respectivamente.
4.6.2.2 Fator de conversdo de glicose em EPS (Yps)

-R

P )
Yp/s = n;)X—_S l9g™] (4.4)

4.6.3 Produtividades

4.6.3.1 Produtividades globais em biomassa micelial (QX) e EPS (QP)

X =X 1 L-
Qx = =0 [mg L™ h™] (4.5)
P
P . —-PR
o -2 [mg L™ h] (4.6)
P

em que tp é 0 tempo de cultivo correspondente & Ppax (h).
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4.6.3.2 Produtividades maximas em biomassa micelial (QXméax) e EPS
(QPmMéx)

[mg L' h™ 4.7)

[mg L™ h™ (4.8)

QFmax =

em que X, refere-se a concentracdo de biomassa micelial
correspondente a QXuax, OU S€ja, N0 tempo em que a produtividade em
células foi méaxima (tx). E P, refere-se a concentracdo de EPS
correspondente @ QPpwax, OU Seja, No tempo em que a produtividade em
EPS é maxima (tg).

Para 0s ensaios descritos no item 4.4.2.2. as curvas cinéticas
foram tracadas utilizando-se os pontos de ambas as repeticGes
(duplicatas) e os valores utilizados para calculo dos pardmetros de
processo foram retirados diretamente destas curvas.

4.6.4 Velocidades de consumo de glicose e velocidades especificas
méaximas de crescimento

As velocidades de consumo de glicose (g L™* h™) foram
determinadas através do calculo das médias das velocidades
instantaneas, obtidas por meio do método de LEDUY & ZAJIC (1973),
ou seja, pelo calculo das derivadas a partir dos pontos experimentais de
concentracao de substrato em funcdo do tempo.

As velocidades especificas méximas de crescimento (Hmsx, h™)
foram determinadas através dos coeficientes angulares das tangentes as
curvas obtidas com os valores dos logaritmos neperianos das
concentracdes celulares com os seus respectivos tempos de cultivo.

4.7 CONSTRUCAO DAS CURVAS CINETICAS E ANALISES
ESTATISTICAS

Os resultados obtidos com os ensaios descritos no item 4.4.2.1.,
conduzidos em frascos agitados, foram avaliados através do Teste Q de
Dixon, com nivel de confianga de 95%, a fim de avaliar a rejeicdo de
valores desviantes (RORABACHER, 1991). O software Statistica® 7.0



70

foi utilizado para avaliagdo das médias dos ensaios por meio do Teste de
Pareto (BARROS NETO et al., 1996) que permite identificar e
quantificar o efeito de cada variavel, e de suas interacfes, sobre os
resultados obtidos. No caso desse estudo, sobre as concentracdes de
biomassa micelial e EPS produzidos por P. sajor-caju.

As curvas cinéticas obtidas com os ensaios descritos no item
4.4.2.2., conduzidos em biorreator, foram tracadas utilizando-se 0s
pontos de ambas as repetices (duplicatas). Estas curvas, bem como as
obtidas com os demais ensaios (itens 4.4.1. e 4.4.2) foram
confeccionadas utilizando-se dois programas concomitantemente (a) o
software para tratamento de dados experimentais de cultivos
microbianos (EMERSON) desenvolvido no Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas de Sdo Paulo (IPT) por Wagner Bruna e Manuel F. Barral
e (b) o programa Origin 8.0 PRO®. O software Origin 8.0 PRO® foi
também utilizado para verificagdo da existéncia de diferengas
estatisticamente significativas entre os parametros de processo das
repeticbes, por meio do Teste de Tukey, com nivel de significancia de
5%.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES
(EPS) POR Pleurotus ostreatus

5.1.1 Cultivo em processo descontinuo com pulsos de glicose

A Figura 8 apresenta as curvas cinéticas referentes ao cultivo de
P. ostreatus conduzido em biorreator de bancada, em processo
descontinuo com pulsos de glicose, utilizando meio de cultivo POL,
concentracdo inicial de glicose de 40 g L™, pH 4,0, temperatura 30 °C,

velocidade de agitagio 300 rpm e vazdo de ar 0,25 L min™ (K_a inicial
igual a 15 h™).

420 —420

a
410

Glicose (g L")
1
EPS (g L")

Biomassa (g L )

. . : 0 400
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (h)

Figura 8 - Concentracdes de glicose (linha continua, - ® -), biomassa
micelial (linha tracejada, -m-) e EPS (linha pontilhada, -A-) em
funcdo do tempo (horas) durante o cultivo de P. ostreatus em
processo descontinuo com pulsos de glicose, em meio de cultivo
POL, concentracdo inicial de glicose de 40 g LY pH 4,0,
temperatura 30 °C, velocidade de agitagdo 300 rpm e vazéo de ar
0,25 L min™ (K_a inicial igual a 15 h™).
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De acordo com a Figura 8, observa-se a alimentacdo do biorreator
com pulsos intermitentes de solucdo concentrada de glicose em 169,
217, 264 e 304 horas de cultivo. Os pulsos de glicose foram realizados
sempre que a concentracdo de glicose no meio de cultivo diminuiu para
20 - 25 g L™, a fim de elevar a concentracdo para 30 g L™ Esta
estratégia de cultivo foi adotada com base no cultivo prévio de P.
ostreatus em processo descontinuo simples realizado por Wisheck et al.
(2005), utilizando o0 mesmo meio e condi¢des de cultivo deste trabalho.
Wisbeck et al. (2005) observaram aumento da concentracdo de EPS até
aproximadamente 200 horas de cultivo, sendo em seguida o EPS
degradado. Em 200 horas a concentracdo de glicose era de
aproximadamente 20 g L™. No tempo correspondente & metade da fase
de maxima velocidade de formacdo de EPS (150 horas) a concentragéo
de glicose era de 30 g L™ Portanto, por meio do controle da
concentracdo de glicose dissolvida no meio de cultivo entre 20 e 30
g L™, esperava-se aumentar a concentracdo de EPS e estender a fase de
maxima velocidade de producdo de EPS. Contudo, obteve-se neste
trabalho valores de concentracdo maxima e produtividade global em
EPS menores (0,87 g L™, 3,78 mg L™ h, respectivamente) que 0s
obtidos por Wisheck et al. (2005) (1,33 g L"e 75 mg L™ h™,
respectivamente). Assim como descrito por Wisbeck et al. (2005), neste
trabalho, a partir de 230 horas, observou-se degradacdo/consumo de
EPS. Este fato se deve provavelmente a liberacdo, neste instante, da
enzima B-glucanase para 0 meio de cultivo, provocada pela aderéncia
dos polissacarideos a biomassa micelial. Esta camada de polissacarideos
ao redor da biomassa micelial dificulta a transferéncia do substrato para
o interior das células. De acordo com a literatura (BURNS et al., 1994;
CAMPBEL et al., 2003; WISBECK et al., 2005; GERN et al., 2008),
nestas condic¢des, 0 fungo sintetiza esta enzima que, a0 mesmo tempo
em que quebra os polissacarideos aderidos a biomassa micelial, libera
glicose para 0 meio de cultivo e facilita a entrada da glicose do meio de
cultivo para o interior da célula.

Corroborando com esta hipdtese, observou-se neste trabalho
velocidades médias de consumo de glicose similares nos intervalos de
169 a 217 e de 217 a 264 horas (0,10 g L™ h™* no periodo de tempo de 0
a 169 horas; 0,14 g L™ h™ no perfodo de tempo de 169 a 217 horas; 0,17
g L™ h™ no intervalo de 217 a 264 horas; 0,23 g L™ h™ no intervalo de
264 a 304 horas e 0,18 g L™ h™ no intervalo de 304 a 332 horas), assim
como estabilizagdo da velocidade de crescimento celular no intervalo de
203 a 250 horas, e retomada do crescimento celular bem como aumento
da velocidade média de consumo de glicose no intervalo de 264 a 304
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horas, ou seja, ap6s a degradacdo/consumo do EPS. Esperava-se
também, neste intervalo de tempo, a retomada da producdo de EPS,
porém como a alimentacdo/pulso foi realizada somente com solugéo
concentrada de glicose, supbe-se que algum dos nutrientes do meio de
cultivo pode ter esgotado, pois a composicdo do meio estava balanceada
para concentracdo inicial de glicose de 20 g L™, conforme proposto por
Cavazzoni e Adami (1992). Ao final do quarto pulso de glicose
(aproximadamente 332 h) alcancou-se concentracdo de biomassa
micelial de 12,8 g L™ No tempo correspondente & concentracio
maxima em EPS (230 h), a concentragdo de biomassa micelial foi de 6,9
g L™. Comparando-se os resultados obtidos por Wisbeck et al. (2005)
com o0s obtidos neste trabalho, observou-se concentracdo e
produtividade em EPS 52,9 e 98,4 % superiores quando utilizou-se o
processo de cultivo descontinuo simples ao invés do descontinuo com
pulsos de glicose para a producéo de EPS por P. ostreatus.

No entanto, outros basidiomicetos apresentaram comportamento
diferente. Tang e Zhong (2002) estudaram o cultivo de Ganoderma
lucidium em biorreator em processo descontinuo com pulsos de lactose.
Quando a concentracdo de lactose no meio de cultivo baixou para 10 a 5
g L?, adicionou-se uma solucdo concentrada de lactose a fim de se
elevar a concentragdo para 15 g L™. Ap6s 20 dias de cultivo obteve-se
0,87 g L™ de concentragdo méxima de EPS, aproximadamente 43 %
maior que a obtida em processo descontinuo simples. A produtividade
méxima em EPS foi de 1,76 mg L™ h™.

Zou (2006) estudou o cultivo de Agaricus brasilienses em
biorreator em processo descontinuo com pulsos de glicose. A adicdo de
uma solucédo concentrada de glicose foi realizada a cada 24 h, durante o
periodo de 72 a 120 horas, a fim de aumentar a concentracdo de glicose
para 15 g L™, pois em cultivo realizado em processo descontinuo
simples, apds 72 horas se atinge a metade da fase de maxima velocidade
de formacdo de biomassa micelial e produtos, sendo a concentracdo
residual de glicose neste instante aproximadamente 10 g L™. Apés este
periodo, a glicose foi consumida mais lentamente e apds 120 horas se
atingiu a fase estacionéria de formag&o de biomassa micelial e produtos.
Por meio do processo descontinuo com pulsos de glicose o autor
conseguiu aumentar a concentracdio de EPS em 269 %
(aproximadamente 1,67 g L) em comparagio com o processo
descontinuo simples. A produtividade em EPS foi de 11,6 mg L™ h™
utilizando processo descontinuo com pulsos de glicose.

Shih et al. (2008) estudaram o cultivo de Grifola frondosa em
biorreator em processo descontinuo com pulsos de glicose, pois de
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acordo com experimentos realizados anteriormente por estes
pesquisadores, em processo descontinuo simples, verificou-se que a
fonte de carbono esgotava-se antes que a biomassa micelial e o produto
atingissem suas concentragcdes maximas. Os autores justificaram este
fato devido a concentracdo insuficiente da fonte de carbono no meio de
cultivo. Contudo, como é sabido que muitas vezes concentracdes
elevadas de nutrientes adicionadas no inicio do cultivo levam a inibi¢do
do crescimento celular e formacéo de produto, os autores optaram por
estudar o processo descontinuo com pulsos de glicose. Quando a
concentracdo de glicose atingiu 0,5 % (5 g L™), ap6s aproximadamente
6 dias de cultivo, adicionou-se a0 meio uma solugdo concentrada de
glicose a fim de elevar a concentragdo para 1,5 % (15 g L™). A adicéo
de solucéo de glicose foi realizada por seis vezes (apds 6, 7, 9, 9,5, 11 e
12 dias de cultivo). Apds 13 dias de cultivo as concentragdes de
biomassa micelial e EPS foram 8,23 g L™ e 3,88 g L™, respectivamente;
ou seja, 22,8 % e 17,6 %, respectivamente, superiores as obtidas com o
processo descontinuo simples.

5.1.2 Cultivo em processo semi-continuo com cortes de 50 e 75 % do
volume de meio de cultivo

A Figura 9 apresenta as curvas cinéticas de crescimento celular
de P. ostreatus conduzido em biorreator de bancada, em processo semi-
continuo com cortes de 50 e 75 % do volume de meio de cultivo.
Utilizou-se meio de cultivo POL, concentracéo inicial de glicose de 40
gL pH 4,0, temperatura 30 °C, velocidade de agitacdo 300 rpm e
vazdo de ar 0,25 L min™ (K_a inicial igual a 15 h™).
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Figura 9 - Concentracdo de biomassa micelial em fun¢do do tempo
(horas) durante o cultivo de P. ostreatus em processo semi-continuo
com cortes de 50 % (linha continua, -o-) e 75 % (linha tracejada, -
B -) do volume de meio de cultivo. Utilizou-se meio de cultivo POL,
concentracdo inicial de glicose de 40 g L™, pH 4,0, temperatura 30
°C, velocidade de agitacdo 300 rpm e vazdo de ar 0,25 L min™ (K.a
inicial igual a 15 h™).

Observa-se na Figura 9, menor reprodutibilidade entre os ciclos
(ou tempos de residéncia) no cultivo conduzido com corte de 50 %,
assim como, maior tempo para se atingir a concentragdo méaxima de
biomassa micelial, em cada ciclo, do que no cultivo conduzido com
corte de 75 %. No processo com corte de 75 %, o volume de meio de
cultivo reposto a cada inicio de ciclo foi maior que no processo com
corte de 50 %, fazendo com que maior quantidade de nutrientes fosse
disponibilizada as células. Além disso, maior quantidade de inibidores
e/ou metabolitos tdxicos pode ter sido retirada do meio de cultivo no
processo com corte de 75%. Ambos os fatos podem ter ocasionado
maiores velocidades especificas maximas de crescimento (Umsx) NO
processo com corte de 75 % (0,020, 0,021, 0,021, e 0,015 h™ para o
primeiro, segundo, terceiro e quarto ciclos, respectivamente) do que no
processo com corte de 50 % (0,015, 0,017, 0,006, e 0,007 h't para o
primeiro, segundo, terceiro e quarto ciclos, respectivamente). A
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concentracdo maxima de biomassa micelial, obtida em cada corte,
também foi maior no processo que utilizou corte de 75 % (5,2, 9,2,
12,4 € 10,9 g L™ para o primeiro, segundo, terceiro e quarto ciclos) do
gue no processo que utilizou corte de 50 % (5,7, 7,0, 6,0e 5,0 g L™ para
0 primeiro, segundo, terceiro e quarto ciclos).

A Figura 10 apresenta as curvas cinéticas de consumo de glicose
por P. ostreatus para estes experimentos. Derivando-se estas curvas e
calculando-se as velocidades médias de consumo de glicose obtém-se 0s
seguintes valores: 0,097, 0,302, 0,179 € 0,172 g L™ h™ para o primeiro,
segundo, terceiro e quarto ciclos, respectivamente, do cultivo com corte
de 75% e 0,086, 0,121, 0,091 e 0,152 g L™ h™* para o primeiro, segundo,
terceiro e quarto ciclos, respectivamente, do cultivo com corte de 50%.
Observa-se que as velocidades médias sdo maiores no processo com
corte de 75%, fato que pode estar relacionado a facilidade de
assimilacdo do substrato pelas células em meio contendo menor
concentracdo de biomassa micelial por corte, ou seja, ho processo com
corte de 75 % do volume de meio de cultivo.

Glicose (g ]_‘I)

0 100 200 300 400 500 600
Tempo (h)

Figura 10 - Concentracdo de glicose em fungdo do tempo (horas)
durante o cultivo de P. ostreatus em processo semi-continuo com cortes
de 50 % (linha continua, -O-) e 75 % (linha tracejada, - ® -) do volume
de meio de cultivo. Utilizou-se meio de cultivo POL, concentracgéo
inicial de glicose de 40 g L™, pH 4,0, temperatura 30 °C, velocidade de
agitacéo 300 rpm e vazdo de ar 0,25 L min™ (K_a inicial igual a 15 h™).
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As Figuras 9 e 10 mostram ainda que em ambos 0s cultivos 0s
primeiros ciclos foram mais longos (163 e 216 horas para 0s processos
com corte de 75 e 50 %, respectivamente), devido ao periodo de
adaptacdo do microrganismo ao meio e condigdes de cultivo. Em ambos
0s casos, no segundo ciclo, como esperado, 0 microrganismo ja se
encontrava adaptado e, portanto, os tempos de duragdo destes ciclos
foram menores (70 e 140 horas para 0s processos com corte de 75 e 50
%, respectivamente). Contrariando as expectativas, os tempos nos ciclos
subsequentes foram maiores que no segundo ciclo (116 e 112 horas para
0 terceiro e quarto ciclos dos cultivos conduzidos com corte de 75 % e
165 e 136 horas para o terceiro e quarto ciclos dos cultivos conduzidos
com corte de 50 %), provavelmente devido a aderéncia dos
polissacarideos a biomassa micelial no decorrer do cultivo, dificultando
a transferéncia da glicose dissolvida no meio de cultivo para o interior
da célula.

A Figura 11 apresenta as curvas cinéticas de producdo de EPS
por P. ostreatus para 0s mesmos experimentos. Observa-se, a partir do
segundo ciclo, que no cultivo conduzido com corte de 75 % a
concentracdo maxima de EPS foi atingida em menor tempo que no
cultivo conduzido com corte de 50 %. Contudo, menores concentra¢fes
do produto foram obtidas no cultivo com corte de 75 % (0,42, 0,51, 0,41
e 0,22 g L™ para o primeiro, segundo, terceiro e quarto ciclos,
respectivamente) em comparacdo ao cultivo com corte de 50 % (0,60,
1,30, 0,67 € 0,35 g L™ para o primeiro, segundo, terceiro e quarto ciclos,
respectivamente). E possivel observar ainda, em praticamente todos os
ciclos, o acimulo de EPS até um determinado tempo de cultivo, em
seguida observa-se degradagdo/consumo do EPS acumulado. Conforme
observado anteriormente, isso ocorre provavelmente, devido a sintese e
excregdo de B-glucanase para o meio de cultivo, a qual quebra os
polissacarideos aderidos a biomassa micelial liberando glicose para o
meio de cultivo, facilitando a entrada da glicose dissolvida no meio de
cultivo para o interior das células.
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Figura 11 - Concentracdo de EPS em funcdo do tempo (horas)
durante o cultivo de P. ostreatus em processo semi-continuo com
cortes de 50 % (linha continua, -A-) e 75 % (linha tracejada, -A-)
do volume de meio de cultivo. Utilizou-se meio de cultivo POL,
concentragdo inicial de glicose de 40 g L™, pH 4,0, temperatura 30

°C, velocidade de agitacdo 300 rpm e vazdo de ar 0,25 L min™ (K, a
inicial igual a 15 h™).

A Tabela 3 apresenta a média dos fatores de converséao de glicose
em biomassa micelial (Yyx;s) e de glicose em EPS (Yps), bem como das
produtividades globais em biomassa micelial e EPS (QX e QP,
respectivamente), obtidos em cada ciclo. Para os célculos dos
parametros cinéticos de cada ciclo utilizou-se as concentracdes
correspondentes ao tempo em que a concentracdo de EPS foi maxima
(tempo de processo). Observa-se que enquanto o cultivo conduzido com
corte de 75 % favoreceu a produtividade em biomassa por P. ostreatus,
o cultivo conduzido com corte de 50 % favoreceu a produtividade em
EPS.
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Tabela 3 - Fatores de conversdo de glicose em biomassa micelial (Yxys),
glicose em EPS (Ypss), e produtividades globais em biomassa micelial
(QX) e EPS (QP) obtidas dos cultivos conduzidos em processo semi-
continuo, com cortes de 50 e 75 % do volume de meio de cultivo.

% de corte do Yxis QX Yeis QP
meiodecultivo  (gg') (mgL'hY)  (gg?h) (mg L™ h™)
50 0,43 23,37 0,06 6,06
75 0,22 61,02 0,03 4,03

“Valores médios.

Comparando-se 0s parametros cineticos fator de conversdo de
glicose em EPS e produtividade global em EPS obtidos neste trabalho
no cultivo conduzido com corte de 50 % (0,06 g g™ e 6,06 mg L™ h™,
respectivamente) com aqueles obtidos por Wisbeck et al. (2005), em
processo descontinuo simples (0,08 g ¢g* e 75 mg L' h?,
respectivamente), conclui-se que o processo descontinuo simples foi
mais eficiente na producdo de EPS por P. ostreatus que o processo
semi-continuo com corte de 50 %. O cultivo em processo descontinuo
simples apresentou fator de conversdo de glicose em EPS e
produtividade em EPS 33,3 e 23,8 %, respectivamente, superiores aos
obtidos nos cultivos conduzidos em processo semi-continuo.

5.2 PRODUCAO DE POLISSACARIDEOS EXTRACELULARES
(EPS) POR Pleurotus sajor-caju

5.2.1 Cultivo em processo descontinuo simples

Com base nos resultados obtidos com P. ostreatus, realizou-se o
cultivo de P. sajor-caju em processo descontinuo simples, utilizando o
mesmo meio e condigdes de cultivo. A Figura 12 apresenta as curvas
cinéticas referentes ao cultivo de P. sajor-caju conduzido em biorreator
de bancada, em processo descontinuo simples, utilizando meio de
cultivo POL, concentracdo inicial de glicose de 40 g L™ pH 4,0,
temperatura 30 °C, velocidade de agitagdo 300 rpm e vazdo de ar 0,25
L min? (K.a inicial igual 15 h™).
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Figura 12 - Concentracdes de glicose (linha continua, - @ -), biomassa
micelial (linha tracejada, -m-) e EPS (linha pontilhada, -A-) em
funcdo do tempo (horas) durante o cultivo de P. sajor-caju em
processo descontinuo simples, em meio de cultivo POL,
concentragéo inicial de glicose de 40 g L™, pH 4,0, temperatura 30
°C, velocidade de agitacdo 300 rpm e vazdo de ar 0,25 L min™ (K, a
inicial igual a 15 h™).

Apbs 233 horas (aproximadamente 10 dias) o cultivo foi
encerrado devido a formacdo de aglomerados de micélio (“pellets”)
muito grandes (Figura 13), provavelmente, devido a ndo excre¢do dos
polissacarideos para 0 meio de cultivo e a aderéncia destes a biomassa
micelial, pois ndo foi observada variacdo da concentracdo de EPS
durante todo o cultivo. Este fato impossibilitou a homogeneizacdo do
meio de cultivo e a continuidade do experimento. Naquele instante, a
concentragdo residual de glicose era de aproximadamente 11 g L™ e a
concentracdo de biomassa micelial de 5,5 g L™.
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Figura 13 - Vista superior da cuba do biorreator ao final do cultivo de

P. sajor-caju em processo descontinuo simples, evidenciando a
formacé&o de grandes aglomerados de biomassa micelial.

Burns et al. (1994) obtiveram concentracdo de EPS igual a 0,29
g LY em cultivo de P. florida. Os autores atribuiram a baixa
concentracdo de EPS a dificuldade de transferéncia de massa causada
pela aderéncia de polissacarideos aos “pellets” de micélio, assim como
sugerido neste trabalho.

Analisando a curva cinética de producdo de biomassa por P.
sajor-caju (Figura 12), observa-se que aproximadamente 50 horas foram
necessérias para a adaptacdo do fungo ao meio e as condi¢Bes de
cultivo. Entre 90 e 160 h, observa-se fase de maxima velocidade de
crescimento celular. Apds este periodo a velocidade de crescimento
diminui e a concentracdo de biomassa micelial torna-se maxima e
estavel. A concentragdo méxima e as produtividades, global e maxima,
em biomassa micelial obtidas foram 5,5 g L™, 23,6 e 28,6 mg L™ h™,
respectivamente. Confortin et al. (2008) obtiveram produtividade em
biomassa por P. sajor-caju igual a 85 mg L™ h™* utilizando as seguintes
condigdes de cultivo: durante as quatro primeiras horas (metade da fase
de maxima velocidade de crescimento celular) a velocidade de agitacéo
foi mantida em 100 rpm e o pH em 6,5; em seguida, o pH foi diminuido
para 5,0 e a velocidade de agitacdo foi aumentada para 250 rpm, a fim
de se manter o nivel de oxigénio dissolvido acima de 30 %; fixou-se a
vazdo de arem 0,5 L mint e a temperatura em 28 + 2 °C. Supde-se que
tanto o aumento da velocidade de agitagdo quanto a diminuicao do valor
de pH contribuiram para diminuir a aderéncia dos polissacarideos a
biomassa micelial, provavelmente, devido a alteracdo na morfologia das
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células (LEE et al., 2004; XIAO et al., 2006; POKHREL & OHGA,
2007).

Neste trabalho, apesar de se ter usado uma linhagem de P. sajor-
caju diferente da utilizada por Confortin et al. (2008), utilizou-se
velocidade de agitacdo igual a 300 rpm e menor valor de pH (4,0).
Portanto, ndo esperava-se a pronunciada aderéncia dos polissacarideos a
biomassa micelial e a dificuldade de homogeneiza¢do do meio, 0 que
provavelmente contribuiu para a ndo variagdo da concentracdo de EPS
durante o cultivo. Confortin et al. (2008) investigaram a influéncia das
concentragBes de (NH4),SO,, extrato de levedura e peptona de soja,
constituintes do meio de cultivo, sobre a producdo de biomassa e EPS
por P.sajor-caju PS2001. Varios autores realizaram estudo similar,
porém utilizando outros fungos (FANG & ZHONG, 2002b; LEE et al.,
2004; XIAO et al., 2006; LIN & CHEN, 2007; POKHREL & OHGA,
2007; CHEN et al., 2008; HUANG & LIU, 2008; XU et al., 2008). De
modo geral, maiores concentragdes de EPS sdo obtidas com menores
concentragBes de (NH,4),SO, e extrato de levedura, bem como com
maiores concentracdes de peptona de soja.

5.2.2 Determinacao das concentragdes iniciais de (NH,;),SO,, extrato
de levedura e peptona de soja

Com base no exposto no item 5.2.1., optou-se por avaliar a
influéncia das concentracdes iniciais de (NH,4),SO,, extrato de levedura
e peptona de soja, presentes no meio de cultivo POL, segundo
planejamento fatorial 2° (Tabela 1), sobre a producdo de biomassa
micelial e EPS por P. sajor-caju, em experimentos realizados em
frascos agitados.

A Tabela 4 apresenta os efeitos calculados através do Teste de
Pareto, com base no planejamento fatorial 2° (Tabela 1), para as
concentragBes de EPS. Valores negativos expressam que a concentracéo
de EPS aumenta na direcdo do nivel inferior daquela variavel e valores
positivos expressam que a concentracdo de EPS aumenta na dire¢éo do
nivel superior daquela variavel.
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Tabela 4 - Efeitos calculados através do Teste de Pareto, com base no
planejamento fatorial 2° (Tabela 1), com nivel minimo de 95 % de
confianga, para as concentracdes de EPS (g L™).

Variaveis Efeito + erro padrao
(1) (NH,),S0,4 (g L™ -0,097125* + 0,017169
(2) Extrato de levedura (g L™) -0,095375* + 0,017169
(3) Peptona de soja (g L™) 0,064875* + 0,017169
Interacdo entre (1) e (2) 0,140125* + 0,017169
Interacdo entre (1) e (3) 0,004375 + 0,017169
Interacdo entre (2) e (3) -0,020875 + 0,017169
Interagdo entre (1), (2) e (3) 0,029125 + 0,017169

* Efeito estatisticamente significativo

Observa-se na Tabela 4 que as concentragdes de (NH,),SO, e
extrato de levedura apresentaram efeito negativo estatisticamente
significativo sobre a concentragdo de EPS, ou seja, a concentracdo de
EPS aumenta na direcdo do nivel inferior destas variaveis ((NH4),SO4 =
2,5 g L™ e extrato de levedura = 1,0 g L™). Peptona de soja apresentou
efeito positivo estatisticamente significativo sobre a concentragdo de
EPS, ou seja, a concentracdo de EPS aumenta na dire¢cdo do nivel
superior desta variavel (peptona de soja=1,0 g L™).

A Figura 14 apresenta graficamente o efeito das interacbes entre
as concentracdes (g L™) das variaveis (NH,),SO4, extrato de levedura e
peptona de soja sobre a concentragdo (g L™) de EPS.

Observa-se interacdo significativa entre as concentragdes de
(NH4),SO, e extrato de levedura (Tabela 4). Isto é, a concentracdo de
(NH4)2SO4 no nivel inferior leva a um aumento na concentracdo de EPS
guando a concentracdo de extrato de levedura também estd no nivel
inferior, sendo este efeito somente visualizado nestas condigdes (Figura
14). Desta andlise verifica-se que para se obter maior concentracdo de
EPS (0,60 g L™), levando-se em consideracdo os efeitos individuais e as
interacdes significativas das variaveis, deve-se utilizar no cultivo as
concentragdes de (NH,),SO, e extrato de levedura no nivel inferior
(2,5 e1,0 g L™, respectivamente) e de peptona de soja no nivel superior
(1,0 g L™), ou seja, as condicdes do experimento 7 (Tabela 2).
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Figura 14 - Efeito das interacBes entre as concentracgdes (g L™) das
variaveis (NH,),SO,, extrato de levedura e peptona de soja, sobre a
concentracdo (g L™) de EPS por P. sajor-caju.

Rosado et al. (2002) avaliaram a influéncia da concentragdo
inicial de (NH,),SO, (5,0 e 2,5 g L™), em experimentos em frascos
agitados contendo meio de cultivo POL, sobre a producédo de EPS por P.
ostretoroseus. A mais alta concentragdo de EPS (9,7 g ms L™) foi obtida
com a menor concentracdo de (NH,),SO. (2,5 g L™), assim como neste
trabalho. Lin e Chen (2007) estudaram a influéncia de diferentes fontes
de nitrogénio sobre a producdo de EPS por Antrodia cinnamomea. Os
autores, assim como neste trabalho, observaram efeito positivo
estatisticamente significativo para a varidvel peptona de soja sobre a
concentracdo de EPS. Quando os autores utilizaram 0,8 % de peptona de
soja, 0,8 % de extrato de levedura e 0,8 % de extrato de malte obtiveram
concentracdo de EPS igual a 1,36 g L™.

Confortin et al. (2008) estudaram diferentes concentraces
iniciais de (NH,),SO,, extrato de levedura e peptona de soja no meio de
cultivo, visando a producdo de biomassa e EPS por P. sajor-caju
PS2001. Os autores obtiveram 8,18 g L™ de biomassa micelial e 1,18
g L™ de EPS utilizando concentragdes de 1,57 g L™ de (NH4),SO., 1,86
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g L™ de extrato de levedura e 2,4 g L™ de peptona de soja. De acordo
com o planejamento fatorial realizado pelos autores, menores
concentracgGes de (NH,4),SO, e extrato de levedura, bem como maiores
concentracGes de peptona de soja no meio de cultivo, proporcionaram
aumento da producdo de EPS por P. sajor-caju PS2001, o que mais uma
vez corrobora com os resultados obtidos neste trabalho. Entretanto, os
autores obtiveram aproximadamente o dobro das concentracGes de
biomassa micelial e EPS obtidas neste trabalho com o experimento 7
(Tabela 2), utilizando a espécie P. sajor-caju CCB 019 (3,959 L™ de
biomassa micelial e 0,6 g L™ de EPS). Cabe destacar que os autores,
além das trés fontes de nitrogénio citadas, e da glicose, utilizaram um
meio de cultivo mais rico em nutrientes e micronutrientes (20 g L™ de
KH,PO,, 14 g L™ de (NH,),SO4, 3,0 g L' de CO(NH,),, 3 g L" de
MgS0..7H,0, 3,0 gL™CaCl, 500 mgL™de FeSO.7H,0, 156
mg L' de MnSO,H,0, 14 mg L de ZnSO,.7H,0 e 20 mg L™
CoCl,) que o meio de cultivo POL, além da adi¢do de éleo de soja (1
mL L™). Este meio de cultivo enriquecido com minerais, bem como a
diferente linhagem de P. sajor-caju, podem ter contribuido para a maior
producdo de EPS e biomassa micelial.

A Tabela 5 apresenta os efeitos calculados através do Teste de
Pareto, com base no planejamento fatorial 2° (Tabela 1), para as
concentracBes de biomassa micelial.

Tabela 5 - Efeitos calculados através do Teste de Pareto, com base no
planejamento fatorial 2° (Tabela 1), com nivel minimo de 95 % de
confianca, para as concentracdes de biomassa micelial (g L™).

Variaveis Efeito + erro padréo

(1) (NH,),SO, (g L™ 0,227637 + 0, 170871

(2) Extrato de levedura (g L™) 3,917256* + 0,170871
(3) Peptona de soja (g L™) -0,117079 + 0,170871
Interacdo entre (1) e (2) 0,111520 + 0,170871
Interacdo entre (1) e (3) 0,542204* +0,170871

Interacdo entre (2) e (3) -0,735986* + 0,170871
Interagdo entre (1), (2) e (3) 0,250861+ 0,170871

* Efeito estatisticamente significativo
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Observa-se na Tabela 5 que a variavel extrato de levedura
apresentou efeito positivo estatisticamente significativo sobre a
concentracdo de biomassa micelial, ou seja, a concentragdo aumenta na
direcdo do nivel superior desta variavel ( extrato de levedura = 2,0
g LY. As variaveis (NH,),SO4 e peptona de soja ndo apresentaram
efeito estatisticamente significativo sobre a concentragcdo de biomassa
micelial.

A Figura 15 apresenta graficamente o efeito das interacBes entre
as concentracdes (g L™) de (NH4?2804, extrato de levedura e peptona
de soja, sobre a concentragdo (g L) de biomassa micelial.

7.80

Rl SaN Y

Figura 15 - Efeito das interagdes entre as concentracdes (g L™) das
variaveis (NH,),SO,, extrato de levedura e peptona de soja, sobre a
concentracéo de biomassa (g L™) de P. sajor-caju.

Com relacdo a interagdo significativa entre as concentracdes de
(NH,4),SO4 e peptona de soja (Tabela 5) observa-se que a concentragdo
de (NH4),SO4 no nivel inferior leva a um aumento na concentracdo de
biomassa micelial quando a concentragdo de peptona de soja também
esta no nivel inferior, sendo este efeito somente visualizado nestas
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condicdes (Figura 15). Com relacdo a interacdo significativa entre as
varidveis extrato de levedura e peptona de soja, observa-se que quando a
concentracdo de extrato de levedura estd no nivel superior tem-se um
aumento na concentracdo de biomassa micelial, porém este aumento €
mais acentuado quando peptona de soja esta no nivel inferior. Destas
analises verifica-se que para se obter maior concentracdo de biomassa
micelial (8,42 g L™), levando-se em consideracéo os efeitos individuais
e as interacdes significativas, deve-se utilizar o meio de cultivo do
experimento 6 da Tabela 2, no qual as concentracdes de (NH,;),SO, e
peptona de soja encontram-se no nivel inferior (25 e 05 g L™,
respectivamente) e extrato de levedura no nivel superior (2,0 g LY.

Comparando-se as concentragdes apresentadas nas Figuras 14 e
15, bem como os efeitos apresentados nas Tabelas 4 e 5, observa-se que
as concentracdes que maximizaram a producéo de EPS (2,5 g L™ de
(NH,),S04, 1,0 g L™ de extrato de levedura e 1,0 g L™ peptona de soja,
experimento 7, Tabela 2), proporcionaram producdo de biomassa
micelial igual a 3,95 g L™. Esta concentracdo equivale a apenas 46,9 %
da concentragdo (8,42 g L) obtida com extrato de levedura no nivel
superior e as demais varidveis no nivel inferior do planejamento
(experimento 6, Tabela 2). No entanto, deve-se considerar que
concentracbes menores de biomassa micelial ndo afetam a
homogeneidade do meio de cultivo, portanto ndo dificultam a
transferéncia de oxigénio e o acesso aos nutrientes durante o cultivo.
Contudo, deve-se destacar que a parede celular destes fungos é
composta por polissacarideos (polissacarideos intracelulares — IPS), que
também apresentam agdes medicinais. Desse modo, a escolha da
composicdo do meio de cultivo depende do tipo de polissacarideo que se
deseja obter, EPS ou IPS. Se o foco principal do estudo for a obtencdo
de EPS, como é o objetivo deste trabalho, deve-se optar pelo meio de
cultivo utilizado no experimento 7 da Tabela 2 e, se for de IPS, deve-se
optar, em principio, pelo meio de cultivo utilizado no experimento 6
desta mesma tabela e, em seguida, deve-se investigar a concentracdo de
IPS na biomassa flngica.

A influéncia da concentragdo de trés diferentes fontes de
nitrogénio ((NH,),SO,, extrato de levedura e &gua de maceracdo de
milho) sobre a producéo de biomassa por P. ostreatus foi estudada por
Gern et al. (2008). As fontes de nitrogénio organicas propiciaram maior
concentracdo de biomassa micelial que a fonte inorgénica. Esta Ultima
produziu efeito negativo estatisticamente significativo sobre todos os
pardmetros cinéticos relacionados & biomassa micelial. Neste trabalho,
porém, ndo se observou influéncia estatisticamente significativa de
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(NH,4),SO,4 sobre a concentracdo de biomassa de P. sajor-caju. Os
autores obtiveram os melhores resultados de producéo de biomassa por
P. ostreatus quando utilizaram maiores concentragdes de extrato de
levedura (5 g L™ ao invés de 2 g L™), assim como neste trabalho; sendo
a concentracdo maxima de biomassa micelial igual a 11,15 g L™. Outros
autores também estudaram a influéncia da concentracdo de extrato de
levedura sobre a producdo de biomassa por basidiomicetos. Huang e Liu
(2008) avaliaram a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio sobre a
producdo de biomassa por Grifola umbellata e obtiveram as maiores
concentracdes (aproximadamente 7 g L) com extrato de levedura. Xu
et al. (2008), dentre diversas fontes de nitrogénio estudadas, na
concentragdo de 2 g L™, obtiveram maiores concentracdes de biomassa
de Ganoderma lucidum com peptona de soja e extrato de levedura (19,2
e 18,0 g L™ respectivamente). Pokhrel e Ohga (2007) também
encontraram extrato de levedura como sendo a melhor fonte de
nitrogénio para a producdo de biomassa por Lyophyllum decastes (7,03
g L™). Shih et al. (2006) observaram efeito positivo para as seguintes
fontes de nitrogénio: extrato de levedura, extrato de malte e milhocina,
sobre a producdo de biomassa micelial pelo cogumelo Antrodia
cinnamomea. Os autores obtiveram 12,5 g L™ de biomassa micelial,
apos 10 dias de cultivo, utilizando qualquer uma das trés fontes de
nitrogénio na concentracdo de 3 %. Lee et al. (2004) estudaram a
producdo de biomassa por Grifola frondosa, em frascos agitados, e
observaram que extrato de levedura propiciou maior concentragdo (6
g L™) quando comparado a NH,CI, NHsNO;, (NH,)sPO., peptona de
carne e polipeptona. Fang e Zhong (2002b) obtiveram maior
concentragdo de biomassa micelial (15,4 g L™*) de Ganoderma lucidum
quando combinaram 5 g L™ de extrato de levedura com 5 g L™ de
peptona de soja.

Segundo Chen et al. (2008), fontes de nitrogénio organicas em
comparagdo com fontes inorganicas levam a uma maior producdo de
biomassa micelial e EPS por basidiomicetos, pois aminoacidos
essenciais dificilmente sdo produzidos utilizando-se fontes inorganicas.
Os autores avaliaram a influéncia das seguintes fontes de nitrogénio
sobre a concentracdo de biomassa por Fomes fomentarius: NH,CI,
NH;NO3, (NH4)2SO4, (NH4)3PO,4, uréia,  L-lisina, acido L-aspartico,
peptona, triptona, extrato de carne e farelo de casulo do bicho da seda.
Dentre estas, farelo de casulo do bicho da seda propiciou a maior
concentragdo de biomassa micelial e de EPS, 8,16 g L' e 0,89 g Lt
respectivamente.
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Comparando-se as concentragfes de biomassa micelial (7,90
g L™ e EPS (0,39 g L™) obtidas utilizando-se as concentracdes originais
do meio de cultivo POL (5,0 g L™ de sulfato de amdnio, 2,0 g L™ de
extrato de levedura e 1,0 g L™ de peptona de soja), experimento 1 da
Tabela 2, com aquelas obtidas com o experimento 7 da mesma tabela
(3,95 e 0,60 g L™, respectivamente), cuja composicdo foi 2,5 g L™ de
(NH,),S04, 1,0 g L™ de extrato de levedura e 1,0 g L™ de peptona de
soja, observa-se que a concentracdo de EPS foi maior quando se
utilizou este ultimo meio de cultivo. A concentracdo de EPS foi
aumentada em 53,8 %, sugerindo o aumento da excre¢do dos
polissacarideos produzidos para o meio de cultivo e, conseqlientemente,
a obtencdo de “pellets” de micélio menores, garantindo a
homogeneidade do meio de cultivo e a possibilidade de condugéo dos
experimentos. Este foi o meio escolhido para continuidade dos
experimentos.

5.2.3 Determinacao do pH de cultivo

A definicdo do pH 6timo no cultivo submerso de basidiomicetos
é um fator muito importante quando se objetiva maximizar a producéo
de biomassa micelial e EPS. Em funcdo disso, muitos estudos tém sido
realizados variando o género e a espécie estudada (FANG & ZHONG,
2002a; YANG et al., 2003; KIM et al., 2005a; KIM et al., 2006; LEE et
al., 2007; CHEN et al., 2008; FURLAN et al., 2008; BORGES, 2009).

As Figuras 16 a, b e ¢ apresentam as curvas cinéticas referentes
aos cultivos de P. sajor-caju conduzidos em biorreator de bancada, em
pH 3,0, pH 4,0 e pH livre (evolucdo espontinea), respectivamente,
utilizando meio de cultivo POL modificado (experimento 7, Tabela 2),
com concentracdo inicial de glicose de 20 g L™, sem adicdo de CaCOs.
A temperatura foi fixada em 30 °C, a velocidade de agitacdo em 300
rpm e a vazéo de ar em 0,25 L min™ (K_a inicial igual a 15 h™).
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Figura 16 - Concentracdes de glicose (linha continua, -@-, -O-),
biomassa micelial (linha tracejada -M-,-0-) e EPS (linha pontilhada, -
A-.-A-) em funcdo do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, em
processo descontinuo, conduzidos em (a) pH 3,0, (b) pH 4,0 e (c) pH
livre (evolucéo espontanea). A Figura 3c mostra também a variagéo do
pH (linha pontilhada e tracejada, -€-,-0-) em funcdo do tempo. Os
simbolos aberto e fechado representam as duplicatas.

Comparando as curvas cinéticas apresentadas nas Figuras 16 a, b
e ¢ observa-se que a conducdo dos experimentos em pH 3,0 inibiu o
crescimento e a producdo de EPS por P. sajor-caju. Os cultivos
conduzidos em pH livre (evolucdo espontdnea) apresentaram
inicialmente pH 7,0 e, no decorrer do cultivo, este valor foi diminuindo,
devido provavelmente a producéo e liberagdo para 0 meio de cultivo de
acidos organicos (FANG & ZHONG, 2002b; TANG & ZHONG, 2002;
SHIH et al., 2006), até estabilizar em torno de 3,5, apds 230 horas. Os
cultivos conduzidos em pH livre e pH 4,0 apresentaram valores de
concentragdo maxima de EPS iguais a 0,55 e 0,53 g L%
respectivamente; sendo as concentracdes de biomassa micelial, nos
tempos referentes as concentracdes maximas de EPS, iguais a 3,52 e
5,52 g L™, respectivamente. Fazendo-se a analise dos dados destes dois
cultivos segundo Le Duy Zajic e analisando-se a cinética do processo de
acordo com a classificacdo de Gaden, observou-se que nos cultivos
conduzidos em pH 4,0, a sintese de EPS é associada ao crescimento (uP
= 0,164 p). Nos cultivos conduzidos em pH livre a sintese é
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parcialmente associada ao crescimento. Neste caso, a producdo de EPS
foi dissociada do crescimento no inicio do processo, até 105 h, e
associada a partir desse ponto (UP = 0,124 ). Os graficos encontram-se
apresentados no Apéndice B.

As produtividades maximas em biomassa micelial e EPS
foram 19,57 e 1,87 mg L™ h™, respectivamente, para os cultivos
conduzidos em pH 4,0 e 18,72 e 2,07 mg L™ h}, respectivamente, para
os cultivos conduzidos em pH livre. As produtividades globais em
biomassa micelial e EPS foram 1878 e 179 mg L* h?
respectivamente, para os cultivos conduzidos em pH 4,0 e 13,31 e 2,06
mg L™ h™, respectivamente, para os cultivos conduzidos em pH livre.
Entretanto, de acordo com Teste de Tukey, com nivel de significancia
de 5 %, nenhum destes parametros cinéticos apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre as médias das repeticoes.

Portanto, considerando estas semelhancas e, futuramente, (a)
cultivos em escala industrial e (b) adicdo de CaCO3 ao meio de cultivo,
optou-se pela continuidade dos experimentos em pH 4,0, pois cultivos
em valores de pH mais 4cidos sdo menos suscetiveis a contaminagoes,
bem como propiciam a dissocia¢do do CaCOs.

Wisbeck (2005) e Borges (2009) estudaram a influéncia do pH
sobre a producdo celular e de EPS por fungos do género Pleurotus,
ambas obtiveram concentracdes e produtividades maiores em cultivos
conduzidos em valores de pH mais acidos. Wisbeck (2005), utilizando a
espécie P. ostreatus, obteve maiores concentracfes de biomassa micelial
e de EPS (12,8 e 1,33 g L™, respectivamente) em cultivos conduzidos
em pH 4,0 ao invés de 6,0. As produtividades globais em biomassa
micelial e EPS foram 36,7 e 7,55 mg L™ h™, respectivamente. Borges
(2009), utilizando a espécie P. djamor, obteve maiores concentracfes de
biomassa micelial e de EPS (7,11 e 2,11 g L™) em cultivos conduzidos
em pH 3,0 ao invés de 4,0. As produtividades maximas em biomassa
micelial e EPS foram 32,20 e 11,26 mg L™'h®, respectivamente.
Comparando os valores obtidos neste trabalho com os encontrados por
estes autores, pode-se dizer que dentro do mesmo género, neste caso, 0
género Pleurotus, diferentes condi¢des de cultivo sdo exigidas para
diferentes espécies. No entanto, sabe-se que grande parte dos fungos
apresenta pH étimo acido (4,0 a 6,0) de crescimento e producédo de EPS
(FANG & ZHONG, 2002a; HWANG et al., 2003; WU et al., 2006;
SHIH et al., 2008; CHEN et al., 2008).

Shih et al. (2008) avaliaram, em frascos agitados, a influéncia do
pH inicial (4,0 a 6,0) sobre a producdo biomassa e de EPS por Grifola
frondosa. ApGs 9 dias de cultivo os autores obtiveram concentracdo
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maxima de biomassa micelial (2,72 g L™), utilizando pH inicial igual a
4,0, e concentragdo méxima de EPS (0,82 g L), utilizando pH inicial
igual a 5,0. Kim et al. (2005a) no cultivo de Agrocybe cylindracea, em
frascos agitados, obtiveram maior concentracdo de biomassa micelial
(9,76 g L™) em pH inicial igual a 4,0. J4, a maior concentracio de EPS
(0,72 g L™ foi obtida utilizando-se pH inicial igual a 6,0. Hwang et al.
(2003) também obtiveram valores de pH diferentes para produgdo de
biomassa micelial e EPS por Phellinus linteus. O valor de pH inicial
mais alto (5,0) favoreceu a produc¢do de biomassa micelial (em torno de
2,8 g L' e um valor menor de pH inicial (4,0) favoreceu a producéo de
EPS (em torno de 1,8 g L™). Em todos os trabalhos descritos neste
paragrafo, apos 0s ensaios em frascos agitados, realizou-se o cultivo em
biorreator controlando-se o pH no valor que proporcionou a maxima
concentracdo de EPS.

5.2.4 Determinacao da adicdo de CaCO3 ao meio de cultivo

A Figura 17 apresenta as curvas cinéticas referentes aos cultivos
de P. sajor-caju conduzido em biorreator de bancada, em processo
descontinuo, utilizando meio de cultivo POL modificado (experimento
7, Tabela 2), pH 4,0, concentragdo inicial de glicose de 20gL™"e
1,0 g L™ de CaCO;. A temperatura foi fixada em 30 °C, a velocidade de
agita(f‘éo em 300 rpm e a vazdo de ar em 0,25 L min™ (K_a inicial igual a
15h™).
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Figura 17 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-, -O-),
biomassa micelial (linha tracejada -M-,-0-) e EPS (linha pontilhada, -
A - -A-) em funcdo do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, em
processo descontinuo, conduzidos em pH 4,0, utilizando meio de cultivo
POL modificado (experimento 7, Tabela 2), concentracdo inicial de
glicose de 20 g L™ e 1,0 g L™ de CaCO;. Os simbolos aberto e fechado
representam as duplicatas.

De acordo com a Figura 17, observa-se que em 210 horas a
glicose foi totalmente consumida. A concentracdo de EPS (0,72 g L™)
atingiu seu valor maximo em 188,4 horas (tempo de processo), sendo a
concentracdo de biomassa micelial neste tempo igual a 5,73 g L™
As produtividades globais em EPS e biomassa micelial foram 3,84 e
30,39 mg L™ h™, respectivamente. A produtividade maxima em EPS
(422 mg L* h') foi alcancada no tempo de 166,2 horas. A
produtividade maxima em biomassa micelial (41,74 mg L™ h™) foi
alcangada no tempo de 121,9 horas. Comparando-se estes valores com
0s obtidos no cultivo conduzido sem adicdo de CaCO;, observa-se
reducdo no tempo de processo de 55,9 %, aumento da concentra¢do
méaxima de EPS de 35,8 %, bem como das produtividades, global e
maxima, em EPS, de 1145 % e 1257 %, respectivamente. Os
pardmetros concentracdo e produtividade global em biomassa micelial,
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as
médias das repeticdes. A produtividade maxima em biomassa micelial
foi 113,3 % superior no cultivo conduzido com adicéo de 1,0 g L™ de
CaCO;. A Figura 18 apresenta um comparativo entre os parametros
cinéticos dos cultivos com e sem CaCOs.
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Figura 18 - Parémetros cinéticos obtidos dos cultivos de P. sajor-caju,
em processo descontinuo, conduzidos em pH 4,0, utilizando meio de
cultivo POL modificado (experimento 7, Tabela 2), concentracdo
inicial de glicose de 20 g L™, sem e com adi¢cdo de CaCO;(1,0gL™).
As barras indicam a média * desvio-padrdo. Letras superiores
diferentes entre as colunas dos valores dos parametros cinéticos
significam médias com diferenga significativa pelo teste de Tukey,
com nivel de significancia de 5 %. APs, = variacdo da concentragdo
de EPS entre o inicio do cultivo e tp, Yps = fator de converséo de glicose
em EPS, QP e QP.s = produtividades, global e méaxima, em EPS,
respectivamente. AX = variacio da concentracio de biomassa micelial
entre o inicio do cultivo e t,, Yxs = fator de conversdo de glicose em
biomassa micelial, QX e QX4 = produtividades, global e maxima, em
biomassa micelial, respectivamente.

De acordo com a Figura 17 observa-se ainda que a partir do
tempo de 188,4 horas ocorreu um declinio na concentracdo de EPS,
chegando a 0,6 g L™ no tempo de 210 horas. Esta queda na concentracéo
de EPS ocorreu, possivelmente, devido aos polissacarideos estarem
aderidos a biomassa micelial, os quais dificultam a entrada da glicose
dissolvida no meio para dentro das células, propiciando estabilizagdo da
concentracdo celular. Desta forma, o fungo excretaria para 0 meio de
cultivo B-glucanases a fim de degradar estes polissacarideos e obter
glicose, conforme discutido anteriormente. Contudo, observa-se também
gue neste momento a concentragdo de glicose dissolvida no meio de
cultivo € muito baixa, sugerindo ainda que o fungo possa estar
degradando o EPS para obter glicose.

Compostos como CaCl, e MgSO, séo freqlientemente citados na
literatura como elementos minerais capazes de aumentar as
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concentragbes de hiomassa e de metabdlitos secundarios, como
polissacarideos, produzidos por fungos em cultivos submersos. Hwang
et al. (2003) obtiveram as maiores concentragdes de biomassa e de EPS
por Phellinus linteus quando adicionaram ao meio de cultivo CaCl,.
Xiao et al. (2004) e Kim et al. (2005b) também obtiveram aumento da
concentragcdo de biomassa e de EPS por Cordyceps jiangxiensis e
Cordyceps militaris quando adicionaram ao meio de cultivo CaCl, e
MgSO,. Kim et al. (2005a), obtiveram as maiores concentragdes de
biomassa e de EPS por Agrocybe cylindracea quando no meio de cultivo
encontravam-se os sais CaCl, e MgSQO,.7H,0. Segundo Papagianni
(2004) e Chardonnet et al. (1999), fons Ca”* tém importante funcéo no
crescimento fangico, bem como na composi¢do da parede celular destes
fungos em termos de polissacarideos. Normalmente, um gradiente
eletroquimico permite a difusdo passiva de fons Ca®* para dentro da
célula por meio dos canais de proteinas, porém a baixa concentracéo
citoplasmatica destes ions € mantida por meio da atividade de bombas
Ca/ATPase. Este movimento de fons Ca®* através da membrana celular
gera gradientes internos e externos que favorecem a atividade de
algumas enzimas envolvidas na expansdo da parede celular e inibem a
atividade de enzimas envolvidas na sintese de biopolimeros da parede
celular, estimulando a excrecdo dos polissacarideos. Desta forma,
obtém-se aumento da producdo de EPS e diminui¢do da producdo de
polissacarideos intracelulares (IPS).

A fim de maximizar a produgéo de EPS por P. sajor-caju, optou-
se pela continuidade dos experimentos com adicdo CaCO3 (1,0 g L™) ao
meio de cultivo.

5.2.5 Determinagdo da concentracdo inicial de glicose no meio de
cultivo

A Figura 19 apresenta as curvas cinéticas referentes aos cultivos
de P. sajor-caju conduzidos em biorreator de bancada, em processo
descontinuo, utilizando meio de cultivo POL modificado (experimento
7, Tabela 2), pH 4,0, 1,0 g L™ de CaCO; e concentracdo inicial de
glicose de 60 g L™ A temperatura foi fixada em 30 °C, a velocidade
de agitacdo em 300 rpm e a vazdo de ar em 0,25 L min™ (K_a inicial
igual a 15 h™).
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Figura 19 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-, -O-),
biomassa micelial (linha tracejada -M, -o-) e EPS (linha pontilhada, - A-
,-A-) em funcdo do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, em
processo descontinuo, conduzidos em pH 4,0, utilizando meio de cultivo
POL modificado (experimento 7, Tabela 2), adicdio de 1,0 g L™ de
CaCO; e concentracao inicial de glicose de 60 g L™. Os simbolos aberto
e fechado representam as duplicatas.

De acordo com a Figura 19, observa-se que ap6s 636 horas,
momento em que o cultivo foi interrompido, a glicose ainda ndo havia
sido totalmente consumida, restando 11,4 g L™ no caldo de cultivo. Nos
cultivos conduzidos com concentracdo inicial de glicose de 20 g L™
(Figura 17), em 210 horas toda a glicose ja havia sido consumida.
Comparando-se as velocidades médias de consumo de substrato destes
dois experimentos observou-se que a velocidade de consumo de glicose
foi menor nos cultivos conduzidos com concentragdo inicial de glicose
de 60 g L™ (75 mg L h™) que nagueles com20gL™ (104 mg L™ h™).

Analisando os dados desses dois cultivos de acordo com Le Duy
Zajic e Gaden, observou-se também que, apesar de ambos os cultivos
favorecerem o crescimento em detrimento da producéo de EPS (uP =
0,195 p e PP = 0,846 i para os cultivos conduzidos com 60 e 20 g L™,
respectivamente), os cultivos conduzidos com concentracdo inicial de
glicose de 60 g L™ foram menos favoraveis a producio de EPS que 0s
conduzidos com 20 g L™. Em ambos os cultivos a sintese de EPS foi
parcialmente associada ao crescimento, sendo nos cultivos conduzidos
com concentraco inicial de glicose de 20 g L™ a producdo dissociada
do crescimento até 140 horas de cultivo e associada a partir desse
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momento. Nos cultivos conduzidos com concentracdo inicial de glicose
de 60 g L™, a fase dissociada foi até 270 h e a fase associada teve inicio
a partir desse ponto até o final do cultivo. Os gréficos encontram-se no
Apéndice B.

Comparando-se os valores de concentracdo de EPS obtidos
neste experimento (1,45 g L™), utilizando concentragdo inicial de
glicose de 60 g L™, com aqueles obtidos por Confortin et al. (2008)
(1,18 g L™ e aqueles obtidos em experimentos conduzidos com
concentracdo inicial de glicose de 20 g L™ (0,72 g L™), observa-se
aumento na produgdo de EPS de 22,9 e 101,4 %, respectivamente.
Entretanto, a produtividade global em EPS (2,7 mg L™ h™) foi inferior &
obtida por Confortin et al. (2008) (12,3 mg L™ h™) e aquela obtida com
os cultivos conduzidos com concentracéo inicial de glicose de 20 g L™
(3,84 mg L™ h™"). Entdo, ainda que os cultivos com concentracéo inicial
de glicose de 60 g L™ tenham proporcionado a obtengdo do dobro da
concentracdo de EPS em relacdo aquela obtida no cultivo com
concentracdo inicial de glicose de 20 g L™, considerando que o tempo de
processo (535,6 horas) foi 2,8 vezes superior ao de 20 g L™, em periodo
de tempo inferior aquele seria possivel a realizacdo de dois cultivos
descontinuos sucessivos com concentracao inicial de glicose de 20 g L™.
Considerando-se ainda 24 horas adicionais devido aos tempos mortos
entre um cultivo descontinuo e outro, seria possivel a obtengdo da
mesma concentracdo de EPS (1,44 g L™) em aproximadamente 400
horas, ou seja, em aproximadamente 153 horas a menos que no cultivo
que utiliza concentracéo inicial de glicose de 60 g L™. Além disso,
comparando-se os dois cultivos, ndo ha glicose residual nos cultivos
iniciados com 20 g L™, bem como, de acordo com analise cinética
segundo Le Duy Zajic e Gaden, os cultivos conduzidos com 20 g L™
mostraram-se mais favoraveis a producdo de EPS. Sabe-se que cultivos
descontinuos muito longos apresentam maiores riscos de contaminacao,
tornando-se invidveis industrialmente. Portanto, como para a producéo
em grande escala deve-se maximizar as produtividades e diminuir riscos
de contaminacdo, sugere-se concentracéo inicial de glicose de 20 g L™
ao invés de 60 g L™ para a producéo de EPS por P. sajor-caju.

A Figura 20 apresenta um comparativo entre 0s parametros
cinéticos dos cultivos conduzidos com concentracdo inicial de glicose de
20 e 60 g L™ N&o observaram-se diferencas estatisticamente
significativas para 0os para 0s pardmetros concentracdo, fator de
conversao e produtividades, global e maxima, em biomassa micelial.
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Figura 20 - Parametros cinéticos obtidos dos cultivos de P. sajor-caju,
em processo descontinuo, conduzidos em pH 4,0, utilizando meio de
cultivo POL modificado (experimento 7, Tabela 2), com adicdo de
CaCO; (1,0 g L™) e concentracdes iniciais de glicose de 20 e 60 g L™
As barras indicam a média = desvio-padrdo. Letras superiores
diferentes entre as colunas dos valores dos parametros cinéticos
significam médias com diferenca significativa pelo teste de Tukey,
com nivel de significancia de 5 %. AP, = variacdo da concentracéo
de EPS entre o inicio do cultivo e tp, Yps = fator de converséo de glicose
em EPS, QP e QP s = produtividades, global e méaxima, em EPS,
respectivamente. AX = varia¢do da concentracdo de biomassa micelial
entre o inicio do cultivo e t,, Yxs = fator de conversdo de glicose em
biomassa micelial, QX e QX4 = produtividades, global e maxima, em
biomassa micelial, respectivamente.

Rosado et al. (2002) avaliaram a influéncia da concentracdo
inicial de glicose (30,0 e 60,0 g L), em experimentos em frascos
agitados, sobre a producdo de EPS por P. ostretoroseus. A mais alta
concentracdo de EPS (9,7 g de massa seca L™) foi obtida com a maior
concentracdo de glicose (60,0 g L™). Da mesma forma, Lee et al. (2007)
também obtiveram as maiores concentragdes de EPS por Ganoderma
aplplanatum quando utilizaram maiores concentracdes de glicose (60 g
L.

Libardi-Jr et al. (2007), ao avaliarem a influéncia da
concentracdo inicial de glicose sobre a producdo de EPS por P. sajor-
caju CCBO019, em experimentos realizados em frascos agitados,
obtiveram as maiores concentragdes de biomassa micelial e EPS (18,37
e 1,16 g L) utilizando concentracdo inicial de glicose de 60 g L™
ao invés de20gL? 40gL" ou 80 g L™ Wisbeck et al. (2005), em
processo descontinuo, utilizando meio de cultivo POL com CaCOj; e



100

concentragdo inicial de glicose de 40 g L™ ao invés de 20 g L™, para o
cultivo de P. ostreatus, obtiveram concentracdo maxima e
produtividade global em EPS iguais a 1,33 g L' e 7,55 mg L™ h™,
respectivamente. Borges (2009), em processo descontinuo, utilizando
meio de cultivo POL com CaCOg; e concentracdo inicial de glicose de
40 g L™ ao invés de 50 g L™?, para o cultivo de P. djamor, obteve
concentracdes maximas de biomassa micelial e EPS iguaisa 7,11 g L" e
2,11, respectivamente, bem como produtividades maximas em biomassa
micelial e EPS iguais a 32,20 mg L™ h™* e 11,26, respectivamente.

Comparando-se 0s resultados obtidos neste trabalho, realizado
com a espécie P. sajor-caju CCB019, com aqueles obtidos por Wisbeck
et al. (2005), para a espécie P. ostreatus, e por Borges (2009), para a
espécie P. djamor, observa-se menores valores de concentracdo e
produtividades em EPS para a espécie P. sajor-caju. Entretanto,
polissacarideos produzidos por esta espécie parecem apresentar maior
atividade antitumoral, pois em experimentos realizados por Assis (2011)
polissacarideos extracelulares obtidos do caldo de cultivo de P. sajor-
caju CCBO019 apresentaram maior taxa de reducédo (86 %) no nimero de
células neoplésicas (de tumor ascitico de Ehrlich), inoculadas em
camundongos, que polissacarideos extracelulares extraidos do caldo de
cultivo de P. ostreatus (76 %), investigados por Wolff et al. (2008). Este
fato justifica a busca pela maximizagdo da produgdo de EPS por P.
sajor-caju CCBO019.



6. CONCLUSOES

O processo descontinuo com pulsos de glicose ndo se mostrou
mais eficiente que o processo descontinuo simples para a producéo de
EPS por Pleurotus ostreatus. Com relacdo ao processo semi-continuo
com cortes de 50 e 75 % do volume de meio de cultivo, obteve-se maior
produtividade global em biomassa micelial (61,02 mg L™ h™) quando
utilizou-se percentual de corte de 75% e maior produtividade global em
EPS (6,06 mg L™ h™) quando utilizou-se percentual de corte de 50%.
Comparando-se a produtividade global em EPS, obtida com o cultivo
conduzido com corte de 50 %, com a obtida por Wisbeck et al. (2005),
em processo descontinuo simples (7,5 mg L™ h™), conclui-se que o
processo descontinuo simples foi mais eficiente para a producdo de EPS
por Pleurotus ostreatus que o processo semi-continuo.

Com relagdo a influéncia das concentracGes iniciais de
(NH4),S0Oy,, extrato de levedura e peptona de soja sobre a producdo de
EPS por Pleurotus sajor-caju, observou-se que menores concentragdes
iniciais de (NH4),SO, e extrato de levedura (25 e 1,0 g L
respectivamente), bem como maior concentragdo de peptona de soja (1,0
g L™ proporcionaram concentragido de EPS 54% superior & obtida com
meio de cultivo POL, comumente recomendado para este tipo de
processo. Além disso, melhor homogeneizacdo do meio de cultivo foi
obtida devido a menor formacdo de “pellets”.

Os cultivos conduzidos em pH 3,0 inibiram 0 crescimento
micelial e a producdo de EPS por Pleurotus sajor-caju. Os cultivos
conduzidos em pH 4,0 e pH livre (evolucdo espontanea), apresentaram
concentracBes e produtividades, globais e maximas, em biomassa
micelial e EPS, similares. Contudo, nos cultivos conduzidos em pH 4,0,
a sintese de EPS ¢ associada ao crescimento micelial (P = 0,164 ).
Considerando futuramente cultivos em escala industrial e adicdo de
CaCO3 ao meio de cultivo, sugere-se a conducdo dos cultivos em pH 4,0
pelo fato de que valores de pH mais baixos sdo menos suscetiveis a
contaminag@es e propiciam a dissociagdo deste composto.

A presenca de fons Ca®* no meio de cultivo foi fundamental para
a producao de EPS. Obteve-se, além da reducdo no tempo de processo
em 56%, aumento de 35,8% na concentracdo méaxima de EPS e de
114,5% e 125,7% nas produtividades, global e maxima, em EPS,
respectivamente, quando adicionou-se ao meio de cultivo 1,0 g L™ de
CaCOs.
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Com relacéo a influéncia da concentracao inicial de glicose sobre
a producdo de EPS, os cultivos que utilizaram concentracdo inicial de
glicose de 20 g L™ proporcionaram valores menores de concentracio de
EPS (0,72 g L™), porém propiciaram valor de produtividade global 42%
superior & obtida com os cultivos conduzidos com concentracdo inicial
de glicose de 60 g L™. Além disso, ndo hé glicose residual nos cultivos
iniciados com 20 g L™, bem como, de acordo com andlise cinética
segundo Le Duy Zajic e Gaden, estes cultivos mostraram-se mais
favoraveis a producdo de EPS (uP = 0,195 p e pP = 0,846 u para 0s
cultivos conduzidos com 60 e 20 g L de glicose inicial,
respectivamente). Portanto, sugere-se utilizar a concentragdo inicial de
glicose de 20 g L™ a0 invés de 60 g L™



PERSPECTIVAS

— Validagdo de atividades medicinais como antiviral, antitumoral,
antimicrobiana, dentre outras, de polissacarideos obtidos do caldo
de cultivo de P. sajor-caju e compard-las com a de
polissacarideos obtidos da biomassa micelial e/ou de corpos de
frutificacdo; assim como com a de polissacarideos produzidos por
outros basidiomicetos.

— Avaliacdo da citotoxicidade destes polissacarideos sobre células
saudaveis de diferentes linhagens.

— Extragdo, purificacdo e caracterizagdo da estrutura quimica tanto
de polissacarideos extra como intracelulares produzidos por P.
sajor-caju e de comprovada atividade medicinal.
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APENDICE A

CURVAS CINETICAS REFERENTES AO CULTIVO DE P. sajor-
caju EM BIORREATOR - CULTIVOS 1 E 2.
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Figura A.1 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-), biomassa
micelial (linha tracejada -M-) e EPS (linha pontilhada, -A-) em fungéo
do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, conduzido em pH 4,0 —
Cultivo 1.
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Figura A.2 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-), biomassa
micelial (linha tracejada -M-) e EPS (linha pontilhada, -A-) em fungéo
do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, conduzido em pH 4,0 —
Cultivo 2.
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Figura A.3 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-), biomassa
micelial (linha tracejada -M-) e EPS (linha pontilhada, -A-) em fungéo
do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, conduzido em pH livre
(evolucgéo espontanea) — Cultivo 1.
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Figura A.4 - Concentracdes de glicose (linha continua, -@-), biomassa
micelial (linha tracejada -M-) e EPS (linha pontilhada, -A-) em fungéo
do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, conduzido em pH livre
(evolucdo espontanea) — Cultivo 2.
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Figura A.5 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-), biomassa
micelial (linha tracejada -M-) e EPS (linha pontilhada, -A-) em fungéo
do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, conduzido com adi¢do
de CaCO3 1,0 g L™ ao meio de cultivo — Cultivo 1.
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Figura A.6 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-), biomassa
micelial (linha tracejada -m-) e EPS (linha pontilhada, - A-) em fungéo
do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, conduzido com adicédo
de CaCO3 1,0 g L™ ao meio de cultivo — Cultivo 2.
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Figura A.7 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-), biomassa
micelial (linha tracejada -m-) e EPS (linha pontilhada, - A-) em fungdo
do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, conduzido com
concentragdo inicial de glicose de 60 g L™ — Cultivo 1.
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Figura A.8 - Concentragdes de glicose (linha continua, -@-), biomassa
micelial (linha tracejada -m-) e EPS (linha pontilhada, - A-) em fungéo
do tempo (h) durante o cultivo de P. sajor-caju, conduzido com
concentracéo inicial de glicose de 60 g L™ — Cultivo 2.



APENDICE B

GRAFICOS REFERENTES AO ESTUDO DE ASSOCIACAO DO
CRESCIMENTO A PRODUCAO DE EPS POR P. sajor-caju EM
PROCESSO DESCONTINUO SIMPLES.
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Figura B.1 - Relacdo entre crescimento celular (uX) e formacdo de
produto (UP) para o cultivo de P. sajor-caju, em processo descontinuo
simples, conduzido em pH 4,0.
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Figura B.2 - Relacdo entre crescimento celular (uX) e formacdo de

produto (UP) para o cultivo de P. sajor-caju, em processo descontinuo
simples, conduzido em pH livre.
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Figura B.3 - Relacdo entre crescimento celular (uX) e formacdo de
produto (UP) para o cultivo de P. sajor-caju, em processo descontinuo
simples, conduzido em pH 4,0, com adicéo de CaCO5 1,0 g L™
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Figura B.4 - Relacdo entre crescimento celular (uX) e formacdo de
produto (UP) para o cultivo de P. sajor-caju, em processo descontinuo
simples, conduzido em pH 4,0, com adicdo de CaCO; 1,0 g L™ e
concentracéo inicial de glicose de 60 g L™.



