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RESUMO 

 

Agaricus subrufescens (=A. brasiliensis) é um fungo comestível 

amplamente comercializado no Brasil e em outros países, devido as suas 

propriedades nutricionais e medicinais relacionadas principalmente aos 

polissacarídeos presentes em sua parede celular, tais como glucanas e 

glucomananas. Certos processos biotecnológicos têm sido utilizados 

para aumentar a escala produtiva do micélio e, consequentemente, 

aumentar a obtenção dos polissacarídeos. Previamente ao 

desenvolvimento desses processos de produção é importante estabelecer 

métodos de preservação do fungo in vitro e a recuperação do micélio 

após estocagem. Para a produção de biomassa foi utilizada a 

fermentação no estado sólido (FES) em grãos de trigo pré-tratados e a 

fermentação submersa (FSm) em hidrolisados de resíduos 

agroindustriais, como farelo de trigo (FT) e resíduo de cervejaria (RC). 

Polissacarídeos extraídos da frutificação (controle), do micélio em FES 

e do micélio isolado da FSm foram separados de acordo com suas 

massas molares por meio de diferentes membranas. Essas frações de 

polissacarídeos foram testadas na ativação de macrófagos in vitro. Entre 

os métodos de preservação, melhores resultados foram obtidos quando o 

meio de cultura foi suplementado com carvão ativo, tanto para a 

preservação quanto para a recuperação de A. subrufescens, sem 

alterações significativas na morfologia e genética do fungo durante um 

período de até 12 meses de estocagem. Para a FES, 21 min de cozimento 

dos grãos de trigo seguido de 24 min de molho após o cozimento 

demonstrou ser mais adequado para a produção de polissacarídeos 

(glucomananas) pelo fungo, inclusive quando o substrato não foi 

suplementado com cálcio, ou com adição máxima de 0,25 % CaCO3 (pH 

6,6). A quantidade inicial de inoculante para a melhor produção de 

glucomananas (6,89 mg.mL
-1

) foi aproximadamente 10,3 %, numa 

temperatura ótima de incubação de 27,2 °C. As maiores biomassas de A. 

subrufescens para a FSm em hidrolisados de RC e FT foram obtidas na 

concentração de HCl 0,45 % e 20 min de hidrólise, apresentando 9,65 

g.L
-1

 e 22,1 g.L
-1

, respectivamente. Porém, melhores resultados de 

bioconversão foram obtidos em hidrolisados utilizando até 0,3 % de HCl 

e 30 min de hidrólise, com adição de 2 g.L
-1 

de carvão ativo durante a 

hidrólise. Também foram obtidas altas taxas de biomassa de A. 

subrufescens no cultivo em hidrolisado com pH 5,3 e temperatura de 

incubação de 30,2 ºC. Na separação com membranas houve aumento da 

retenção dos polissacarídeos de todos os extratos à medida que o 

tamanho dos poros da membrana diminuiu. Os polissacarídeos 



 

 

separados pelas membranas de microfiltração (MF) e ultrafiltração 

(UF1) favoreceram a retenção de polissacarídeos de maior massa molar 

da frutificação (627 g.mol
-1

) e do micélio (310 g.mol
-1

), obtido tanto em 

FES quanto em FSm. Todos os polissacarídeos extraídos e retentados 

pelas membranas ativaram macrófagos através da expressão do Fator de 

Necrose Tumoral-α (TNF-α). Porém, somente os extratos brutos da 

frutificação e do micélio isolado da FSm, e seus polissacarídeos de 

maior massa molar retidos pela membrana MF ativaram macrófagos 

através da expressão de Óxido Nítrico Sintase Induzível (iNOS). 

Resultados importantes também foram obtidos para os polissacarídeos 

das frutificações de A. subrufescens, apresentando efeito antigenotóxico 

e atividade antiherpética quando esses foram sulfatados. Baseado nesses 

resultados, pesquisas complementares estão sendo desenvolvidas para a 

obtenção de produtos biotecnológicos com finalidade nutricêutica e/ou 

farmacêutica.  

 

Palavras-chave: Agaricus blazei, Agaricus brasiliensis, Agaricus 

subrufescens, biotecnologia, fermentação, filtração, glucana, micélio, 

polissacarídeos, RAPD, resíduo.  

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Agaricus subrufescens (=A. brasiliensis) is an edible fungus widely 

commercialized in Brazil and other countries, mainly due to its 

nutritional and medicinal properties related principally to the 

polysaccharides present in the fungus cell wall, such as glucans and 

glucomannans. Biotechnological processes may in turn be used to scale 

up the production of mycelium and consequently the polysaccharides. 

Previous to the development of the production process it is important to 

establish techniques for the in vitro preservation and recovery of the 

mycelium after storage. Solid state fermentation (SSF) on pre-treated 

wheat grains and submerse fermentation (SmF) on hydrolyzed residues 

from the agro industries, such as wheat bran (FT) and brewery residues 

(RC) were used for biomass production. Polysaccharides extracted from 

fruiting bodies (control), mycelium on SSF and isolated mycelium from 

SmF were separated by molecular weight through different membranes. 

These polysaccharide fractions were tested on macrophage activity in 

vitro. Among the preservation techniques, better results were obtained 

when the media was supplemented with activated charcoal both for 

preservation and further recovery of A. subrufescens, without significant 

morphological and genetic changes within the 12 month storage period. 

For SSF, 21 min of wheat grain cooking followed by a 24 min resting 

time has shown to be the optimal condition for the production of 

polysaccharides (glucomannans) by the fungus, either with no 

supplement added, or when up to 0.25 % CaCO3 (pH 6.6) has been 

added to the substrate. The initial inoculum amount for the best 

polysaccharide production levels (6.89 %) was around 10.3 % with an 

optimal temperature of 27.2 °C. The highest biomass of A. subrufescens 

for the SmF in hydrolyzed RC and FT using HCL 0.45% and 20 min 

hydrolysis was 9.65 g.L
-1

 and 22.1 g.L
-1

, respectively. On the other 

hand, better results of bioconversion were obtained in hydrolyzed 

residues using up to 0.30 % HCl and 30 min hydrolysis, with the 

addition of 2 g.L
-1 

of activated charcoal throughout the process. High 

biomass levels were also obtained when the cultivation was carried out 

at a pH of 5.3 and with incubation temperature of 30.2 ºC. The results 

showed an increase in retention of all polysaccharide extracts as the 

membrane porosity decreased. Microfiltration (MF) and ultrafiltration 

(UF1) membranes retained the highest polysaccharides from fruiting 

body (627 g.mol
-1

) and mycelium (310 g.mol
-1

) obtained on both SSF 

and SFm. All polysaccharide extracts and fractions separated by the 

membranes showed biological activity for TNF-α cytokines. On the 



 

 

other hand, only extracts obtained from fruiting bodies and isolated 

mycelium of FSm, and its high molecular weight polysaccharides 

retained by the MF membrane activated the iNOS. Important results 

were also obtained for the polysaccharides extracted from the fruiting 

bodies, showing antigenotoxic and antiherpetic activities after 

sulphatation. Based on these findings, additional research is currently in 

progress to purpose biotechnological products that can be used in both 

the nutraceutical and/or pharmaceutical areas. 

 

Key words: Agaricus blazei, Agaricus brasiliensis, Agaricus 

subrufescens, biotechnology, fermentation, filtration, glucan, mycelium, 

polysaccharide, RAPD, residue. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Fungos são microrganismos eucariotos que absorvem os 

nutrientes, reproduzem-se por esporos e dispõem de um corpo sob a 

forma de filamentos, as hifas, que no seu conjunto compõem o micélio. 

As hifas são tubulares e constituem as unidades estruturais que contém 

todas as organelas características das células eucarióticas. A parede 

celular do fungo, envoltório mais externo da célula, é constituída 

principalmente por quitina, glicoproteínas, glucanas e mananas 

(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). 

Alguns fungos produzem estruturas macroscópicas, também 

denominadas frutificações e que em determinados casos se denominam 

cogumelos. Esses fungos têm ciclo de vida com uma fase longa de 

micélio secundário e de crescimento vegetativo que desempenha a 

função fundamental de nutrição. Quando esta fase recebe estímulos do 

meio ambiente se formam as frutificações, durante a fase denominada 

reprodutiva, com formação de esporos nestas frutificações que 

subsequentemente iniciam novo ciclo de vida (CLARK; ANDERSON, 

2004; FAZENDA et al., 2008). 

Muitos desses fungos pertencem ao filo Basidiomycota, inclusive 

a espécie Agaricus subrufescens Peck (=A. brasiliensis Wasser, Didukh, 

de Amazonas & Stamets
1
), amplamente consumida e estudada devido as 

suas propriedades nutricionais e medicinais, relacionadas principalmente 

às -glucanas presentes em sua parede celular, ou ainda, aos 

componentes extracelulares secretados pelo fungo no meio de cultivo 

(ITO et al., 1997; MIZUNO et al., 1990a; MIZUNO et al., 1999). 

A esses polissacarídeos são atribuídas atividades biológicas 

imunomoduladora, anti-inflamatória, antitumoral, antimutagênica e 

antimicrobiana, sendo no conjunto denominadas modificadores da 

resposta biológica, pois interagem e modificam a resposta imunológica 

(biorregulação) do hospedeiro, controlam a homeostase, regulam o 

biorritmo, prevenindo várias doenças (DIJKGRAAF et al., 2002; ROSS 

et al., 1999; WASSER; WEIS, 1999). 

Tais compostos apresentam estruturas ordenadas, formadas 

principalmente por unidades de β-D-glicose, com elevada massa molar. 

As diferenças no tipo de ligação entre as unidades dos açúcares da 
cadeia principal e nas suas ramificações lhes conferem características 

estruturais específicas e ações biológicas distintas, de acordo com a 

                                                        
1 Apesar do nome Agaricus blazei Murrill sensu Heinemann ser amplamente utilizado como 

sinonímia para A. subrufescens, o nome tem sido incorretamente empregado (Kerrigan, 2005). 
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espécie de origem (BROWN; GORDON, 2001; CLEARY; GRAHAM; 

HUSBAND, 1999; SHU; WEN; LIN, 2003). 

As -glucanas com função estrutural estão presentes em todo o 

ciclo de vida dos fungos, podendo variar sua estrutura em diferentes 

fases do desenvolvimento. A partir das frutificações de A. subrufescens 

foram identificadas as estruturas (1 6)-(1 3)- -glucanas, ou seja, a 

cadeia principal -(1 6) e ramificações -(1 3) conectadas 

(CAMELINI et al., 2005; MIZUNO et al., 1990a). A partir do micélio 

cultivado em substrato líquido, foram identificadas as glucomananas, 

com cadeia principal (1 2)- -mananas e ramificações (1 3)- -

glucanas (MIZUNO et al., 1999). No filtrado desse cultivo foi isolado o 

complexo manana-proteínas secretado pelo fungo (ITO et al., 1997). 

Ambos os polissacarídeos apresentaram atividade antitumoral 

(MIZUNO et al., 1990a; MIZUNO et al., 1999; ITO et al., 1997). Esses 

polissacarídeos bioativos podem ser obtidos a partir das frutificações em 

cultivo tradicional de fermentação sólida, não axênico (não estéril), ou a 

partir do micélio em crescimento vegetativo em condições axênicas. 

O cultivo tradicional para a obtenção das frutificações é um 

sistema de produção que envolve etapas de pré-cultivo complexas tal 

como o processo de seletividade do substrato, a compostagem e a 

produção do inoculante. Na etapa de crescimento do fungo nesse 

substrato não axênico, processo denominado colonização, podem 

ocorrer contaminações. Além desse problema, o processo requer um 

longo período de tempo, desperdiçando-se o micélio que permeou o 

substrato e é descartado após a colheita das frutificações (EIRA, 2003; 

OEI, 1996). Sendo assim, é importante o desenvolvimento de processos 

que reduzam o tempo de produção da biomassa fúngica viabilizando de 

forma eficiente a recuperação dos polissacarídeos. 

O aumento de escala, do laboratório à escala comercial, é um 

processo biotecnológico típico, sendo comum ao cultivo de 

microrganismos para produção de antibióticos, de enzimas, de 

hormônios, quando se produzem anticorpos e na cultura de células e 

tecidos vegetais (HÖLKER; HÖFER; LENZ, 2004). Quando se trata do 

cultivo de microrganismos é fundamental primeiramente se estabelecer 

o método ideal de preservação da cultura selecionada, a qual deve ter 

capacidade de produzir elevados rendimentos de biomassa ou do 

metabólito de interesse. A preservação do micélio garante sua utilização 

sem perda das características fisiológicas por modificação genética visto 

que reduz o numero de réplicas que são produzidas quando se usam 

repetidamente técnicas de repicagem do micélio para o suprimento de 
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biomassa inoculante. Diversos métodos de preservação podem ser 

utilizados para diminuir esses riscos. Métodos simples, como a 

preservação em água ou óleo mineral, que podem reduzir a necessidade 

de um elevado número de manipulações da cultura, podem ser eficientes 

desde que monitoradas a viabilidade e as características genéticas do 

fungo ao longo do período de estocagem (CROAN; BURDSALL JR.; 

RENTMEESTER, 1999; RICHTER; BRUHN, 1989). 

Uma vez preservado, o fungo selecionado pode ser utilizado para 

produção de biomassa em substrato axênico sólido ou líquido, 

denominados respectivamente de fermentação no estado sólido (FES) e 

fermentação submersa (FSm). Esses processos têm aplicações 

industriais na produção de micélio de cogumelos comestíveis como 

alimento ou inoculante para o cultivo tradicional, obtenção de agentes 

flavorizantes, polissacarídeos, vitaminas, enzimas, ácidos orgânicos e 

antibióticos (COUTO; SANROMÁN, 2006; HÖLKER; HÖFER; 

LENZ, 2004). 

A FES apresenta algumas vantagens em relação a FSm dentre 

elas a baixa demanda de água no processo e o suporte sólido para o 

crescimento dos microrganismos simulando um meio ambiente natural. 

Porém, nesse sistema é mais complexo quantificar e separar a biomassa 

fúngica e o polissacarídeo específico de sua parede celular, sendo mais 

viável para obtenção de matéria-prima para a área de alimentos, de 

forma integral (GADEN et al., 1992; HÖLKER; HÖFER; LENZ, 2004). 

Por outro lado, a FSm, uma área em desenvolvimento nas últimas 

décadas, possibilita um maior controle do processo, menor risco de 

contaminação, e a obtenção de micélio com maior pureza já que a 

biomassa é facilmente separada do meio de cultivo e os polissacarídeos 

isolados para a área farmacêutica (HÖLKER; HÖFER; LENZ, 2004; 

ROSSI et al., 2004). 

A escolha do processo depende de diversos fatores entre os quais 

estão àqueles relacionados aos aspectos econômicos, a qualidade do 

produto final, e as regulamentações governamentais para o descarte do 

resíduo sólido ou líquido (HÖLKER; HÖFER; LENZ, 2004). A 

atividade biológica dos produtos obtidos nos diferentes processos 

também é um requisito importante para essa escolha, já que diferentes 

substratos podem modificar a estrutura química dos polissacarídeos do 

micélio, analisados quanto a sua estrutura de cadeia principal, grupo de 

cadeias laterais e grau dessas ramificações (HOLIDAY, 2003; SILVA et 

al., 2006; WASSER; WEIS, 1999). 

Em função do exposto, a potencialidade dos polissacarídeos de A. 
subrufescens, para a produção de produtos nutricêuticos e sua extração 
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em escala comercial, dependem do desenvolvimento de pesquisas 

envolvendo diversas etapas, incluindo a preservação do fungo com 

manutenção de suas características genéticas, a maximização da 

produção da biomassa no cultivo e o estabelecimento de métodos de 

extração e separação dos polissacarídeos visando à viabilização dos 

estudos pré-clínicos e clínicos. 

 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 
 

Estabelecer processos eficientes de produção, extração e 

separação de polissacarídeos do fungo A. subrufescens. 
 

1.1.2 Objetivos específicos 
 

1) Definir métodos de preservação do fungo A. subrufescens que 

permitam garantir a manutenção das características do fungo por 

períodos prolongados. 

 

2) Estabelecer parâmetros de crescimento miceliano de A. 

subrufescens, laboratoriais e para a escala comercial, em 

substratos sólidos e líquidos visando à produção de 

polissacarídeos bioativos. 

 

3) Extrair e separar os polissacarídeos obtidos nos diferentes 

sistemas de cultivo e analisar a sua massa molar e bioatividade. 

 

 

1.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.2.1 Descrição biológica 

 

Os fungos são microrganismos eucariotos heterotróficos que 

realizam nutrição absortiva, ou seja, não fixam carbono. Os nutrientes 

devem passar através das hifas, que são filamentos tubulares. Essas 

unidades estruturais são compostas por membrana plasmática e parede 

celular (Figura 1.1), que contém todas as organelas características de 

células eucarióticas, e que constituem o soma (corpo) do fungo, com 

elongamento por crescimento apical formando-se o micélio. Estruturas 
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reprodutivas são diferenciadas das estruturas somáticas e exibem uma 

variedade de formas, com base nas quais é possível classificar muitos 

fungos. Muitas espécies de fungos possuem hifas interrompidas em 

alguns pontos por paredes transversais (septos) ao longo do 

comprimento da hifa, dividindo-a em compartimentos individuais ou 

“células” que contêm um, dois ou mais núcleos (ALEXOPOULOS; 

MIMS; BLACKWELL, 1996).  

A membrana citoplasmática dos fungos apresenta estrutura e 

funções similares às das membranas das células de mamíferos, sendo 

constituída por dupla camada de fosfolipídios e um arranjo de proteínas 

embebidas na bicamada lipídica rica em grupamentos esterol, com 

proteínas de superfície fracamente ligadas à membrana e pequenas 

quantidades de carboidratos. A membrana plasmática dos fungos difere 

das membranas animais por apresentar o esterol não-polar ergosterol, ao 

invés de colesterol, ambos provenientes do lanosterol. Os esteróides 

apresentam papel importante na organização, dinâmica e função da 

membrana, conferem estrutura, barreira biofísica, modulação da fluidez 

e possivelmente controlam alguns eventos fisiológicos, como a 

regulação da síntese de quitina (ARORA; RAGHURAMAN, 

CHATTOPADHYAY, 2004; KINNUNEN, 2008; MIAO et al., 2002; 

MOL, 1989; SOOD; TRABULSI, 1999). 

O ergosterol foi primeiramente identificado em Claviceps 

purpurea em 1889, sendo que a maioria dos fungos contém o ergosterol 

como principal esterol, com estrutura química 

ciclopentanoperidrofenantreno de 28 carbonos, pois apresenta o 

grupamento 24β-metil a mais em relação à estrutura do colesterol, 

ambos oriundos do lanosterol na biossíntese dos terpenóides (SOOD; 

KINNUNEN, 2008; WEETE, 1989). 
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Figura 1.1 - Esquema da estrutura da membrana plasmática e parede celular de 
fungos baseado em Yamaguchi (2003).  
 

A membrana plasmática é envolvida por uma parede celular 
semi-rígida responsável pela forma e integridade estrutural do 
organismo (MOL, 1989; TRABULSI, 1999). A parede celular do fungo 
é o envoltório mais externo da hifa e consiste de estruturas estratificadas 
compostas por várias camadas de microfibrilas de quitina 
(glucosaminaglicana), embebidas em uma matriz de polissacarídeos 
complexos, glicoproteínas, sais inorgânicos e pigmentos. Os principais 
polissacarídeos da matriz da parede celular consistem de glicanos não-
celulósicos tais como glucanas (polímeros de glicose), mananas 
(polímeros de manose), e galactanos (polímeros de galactose). Pequenas 
quantidades de resíduos de fucose, ramanose, xilose e ácidos urônicos 
também podem estar presentes. As proporções dos componentes da 
parede celular variam bastante entre as diferentes espécies de fungos 
(SUTHERLAND, 2002; TRABULSI, 1999). 

Os polissacarídeos constituem uma importante percentagem da 
biomassa fúngica, a parede da hifa, por exemplo, contém mais de 75% 
desse tipo de molécula. Além de atuarem como elemento de suporte 
para as hifas, alguns polissacarídeos constituem uma capa extracelular 
ao redor do micélio (exopolissacarídeos), proporcionando um suporte 
para adesão das enzimas secretadas e participando na degradação da 
lignina. As glucanas também podem contribuir para manter o pH ótimo 
para as enzimas ligninolíticas, além de impedirem a desidratação das 
hifas e de regularem a concentração de glicose extracelular. Essas  
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moléculas ficam parcialmente dissolvidas no meio de cultivo quando o 

fungo cresce em meio líquido (SILVA et al., 2006).  

As glucanas são formadas principalmente por unidades de -D-

glicose (anéis do tipo -D-glicopiranosídico), sintetizadas no 

citoplasma, transportadas à membrana plasmática e subsequentemente 

integradas na parece celular em formação, apresentando diferentes 

ligações como (1 3)-β, (1 4)-β, (1 6)-β, (1 6)-α ou (1 4)-α, com 

ramificações na cadeia principal, dependente da espécie do fungo. Essas 

glucanas estão ligadas à quitina formando um complexo, com ligações 

entre as terminações redutoras da glucana e os grupamentos de amino 

livres da glucosaminoglicana, e também podem estar ligadas a proteínas 

(MOL, 1989).  

A parede celular fúngica é uma estrutura dinâmica que está 

sujeita a mudança e modificações em diferentes fases na vida de um 

fungo. Para rápida expansão das frutificações, sob pressão de turgor, 

adquire certo grau de plasticidade devido ao crescimento em extensão da 

parede celular, diferente das hifas do micélio. As diferenças foram 

encontradas no complexo glucana-glucosaminaglicana que dispõe de 

menor número de ligações nas frutificações e de uma reorientação da 

parede, aumentando a flexibilidade, permitindo elongação axial, e 

inserção de novos polímeros até um máximo de expansão (MOL; 

VERMEULEM; WESSELS, 1990). Para tanto, entre outras mudanças 

químicas e enzimáticas, existe um aumento na proporção de 

ramificações do tipo (1 6)- -glucanas na cadeia principal (1 3)- -

glucanas, no caso de Agaricus bisporus (MOL; WESSELS, 1990). A 

reestruturação dos polissacarídeos é requerida durante o crescimento das 

frutificações, micélio, esporulação, e envolve glucanases e 

gluconosiltransferase localizadas na superfície celular (DIJKGRAAF; 

HUIJUAN; BUSSEY, 2002).  

As frutificações ou cogumelos são estruturas macroscópicas de 

algumas espécies de fungos. Esses fungos têm no seu ciclo de vida uma 

fase dicariótica, longa, de micélio secundário ou crescimento vegetativo 

que desempenha função de nutrição. Quando essa fase recebe estímulos 

do meio ambiente são formados os cogumelos, denominada fase 

reprodutiva, com formação e liberação de esporos, ou seja, células 

haplóides que iniciam novo ciclo de vida (CLARK; ANDERSON, 2004; 

FAZENDA et al., 2008)  

O ciclo de vida pode ser visualizado na Figura 1.2. Na fase 

dicariótica o fungo possui em cada célula, ou compartimento de hifa, 

dois núcleos haplóides, provenientes de estruturas diferentes, que ao 



 

 

28 

serem compatíveis fundem seus citoplasmas, dividindo-se 

sincronicamente, determinando a fase n+n. Essa fase se inicia com a 

plasmogamia e termina com a cariogamia, abrangendo a fase de micélio 

secundário e de frutificações. A fase seguinte é diplóide, na qual o fungo 

possui núcleos com número 2n de cromossomos, iniciando com a 

cariogamia e terminando com a meiose, em continuidade ao ciclo na 

fase haplóide com células de núcleos com número n de cromossomos, 

formando esporos e micélio primário até a plasmogamia (CLARK; 

ANDERSON, 2004; FAZENDA et al., 2008; GUERRERO; SILVEIRA, 

1996).  

 

 
Figura 1.2 – Ciclo de vida dos fungos pertencentes ao filo Basidiomycota. 

 

 

Muitos desses fungos pertencem ao filo Basidiomycota, com 

micélio filamentoso originando as frutificações, nas quais são 

produzidos os esporos de origem sexual, denominados basidiósporos, 

externamente nos basídios, ou seja, na estrutura celular onde ocorre a 

cariogamia e a meiose.  

A espécie Agaricus subrufescens Peck (=A. brasiliensis Wasser, 

Didukh, de Amazonas & Stamets) é pertencente a esse filo, ao subfilo 

Agaricomycota, à classe Agaricomycetes, à subclasse 

Agaricomycetideae, à ordem Agaricales, à seção Arvenses, e ao gênero 

Agaricus (KERRIGAN, 2005). 

Nas décadas de 60 e 70, foram coletados no Brasil em Piedade, 

em São Paulo, espécimes de cogumelos identificados como Agaricus 
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blazei Murrill, posteriormente denominados Agaricus blazei Murrill 

sensu Heinemann. O cultivo da espécie no país iniciou-se na década de 

90 devido às condições climáticas ideais, já que o fungo é nativo do 

continente americano (IWADE; MIZUNO, 1997). Recentemente, 

Wasser et al. (2002) propuseram uma nova denominação, Agaricus 

brasiliensis para a espécie brasileira. Porém, estudos comparativos entre 

várias espécies de Agaricus realizados por Kerrigan (2005) indicaram 

que A. brasiliensis é biológica e filogenéticamente relacionada à 

Agaricus subrufescens Peck, classificada em 1893 e também nativa na 

América do Norte. Apesar do nome A. blazei Murrill ser amplamente 

utilizado como sinonímia para A. subrufescens, o nome tem sido 

incorretamente empregado. 

No presente trabalho serão considerados os artigos já publicados 

com essa denominação taxonômica, A. blazei. Porém, atendendo ao 

critério de prioridade e respeitando o Código Internacional de Botânica, 

passamos a utilizar a denominação A. subrufescens. 
 

 

1.2.2 Bioatividade, extração e separação de polissacarídeos 

estruturais 

 

1.2.2.1 Histórico 

 

Os cogumelos vêm sendo consumidos pela humanidade há 

milhares de anos devido ao seu valor nutricional, pois contêm minerais, 

vitaminas, proteínas, polissacarídeos e baixo teor de gordura (BREENE, 

1990; CHANG, 1996; MANZI et al., 1996; MATTILA; SUONPAA; 

PIIRONEN, 2000). Além disso, esses fungos são apreciados por serem 

uma iguaria sofisticada, incrementando o sabor na elaboração de 

diversos alimentos (MISAKI; KAKUTA,1995; MISAKI; KISHIDA, 

1995), pela sua riqueza em glutamina, um realçador de sabor 

recentemente descoberto no Japão e denominado “umami” (HALLOCK, 

2007). 

Os cogumelos são consumidos tradicionalmente no Japão e na 

China como nutracêuticos (alimentos funcionais que beneficiam a 

saúde), principalmente devido ao elevado teor de -glucanas bioativas, 
sendo que, nas últimas décadas, vêm sendo consumidos também como 

nutricêuticos e medicamentos. O termo nutricêutico é utilizado para 

denominar uma nova classe de subprodutos minimamente processados, 

podendo ser encapsulados para o consumo como suplementos dietéticos, 

com propósito terapêutico. Nutricêuticos de fungos podem ser obtidos 
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dos cogumelos ou do micélio (CHANG; BUSWELL, 1996; 

LAKHANPAL; RANA, 2005). Como medicamentos, as -glucanas são 

utilizadas no Japão, desde a década de 80, no tratamento de pacientes 

com câncer, e comercializadas com nomes comerciais como Krestin
®
 

(Trametes versicolor), Lentinan
®
 (Lentinula edodes) e Sonifilan

®
 

(Schizophyllum commune) (MIZUNO, 1999). 

Nos países ocidentais houve um recente aumento no consumo 

desses fungos com finalidade terapêutica. Na Europa, as espécies mais 

utilizadas são Fomes fomentarius, Inonotus obliquus e Laricifomes 

officinalis (POUCHERET; FONS; RAPIOR, 2006). Nos Estados 

Unidos da América houve uma abertura de mercado para novas fontes 

naturais de compostos promotores de saúde, e as espécies Ganoderma 
lucidum e Grifola frondosa, conhecidos como Reishi e Maitake, 

respectivamente, são amplamente consumidos como nutricêuticos 

(CHANG, 1996; CHANG; BUSWELL, 2003; LAKHANPAL; RANA, 

2005; MAYELL, 2001). 

Os nutricêuticos tiveram um consumo crescente nos últimos anos, 

com estimativas de terem movimentado mundialmente cerca de US$ 47 

bilhões em 2002. Em 1999, os nutricêuticos de cogumelos medicinais 

movimentaram cerca de 10 % desse valor (ZEISEL, 1999).  

Nos Estados Unidos, os nutricêuticos contendo -glucanas são 

geralmente produtos reconhecidos como seguros (GRAS; Generally 
Recognized as Safe) pelo Food and Drug Administration (FDA), e são 

comercializados na forma de extratos, cápsulas ou tabletes (BETA 

GLUCAN RESEARCH, 2003; BOREK, 2003). Desde 1994, esses 

produtos são regulamentados por meio das boas-práticas de fabricação 

dos suplementos alimentares, sem necessitar das precauções de 

segurança aplicadas aos medicamentos em geral (INSTITUTE OF 

MEDICINE U.S., 2005) 

Em 2005, a Comissão de Assessoramento Técnico-Científico em 

Alimentos funcionais e Novos Alimentos (CTCAF) e a Gerência-Geral 

de Alimentos da ANVISA atualizaram a lista dos Alimentos e 

Substâncias Bioativas com Alegações de Propriedades Funcionais e/ou 

de Saúde e Novos Alimentos (Resolução RDC n  2, de 7 de janeiro de 

2002), e por meio de evidências científicas, publicadas em artigos, 

incluíram as -glucanas nas substâncias bioativas com a seguinte 
alegação: “A beta-glucana (fibra alimentar) auxilia na redução da 

absorção do colesterol. Seu consumo deve estar associado a uma dieta 

equilibrada e hábitos de vida saudáveis.” (BRASIL, 2002).  
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Portanto, é possível legalizar e comercializar os cogumelos que 

contêm -glucanas, na forma de pó, cápsula, tablete ou comprimido, 

devendo conter na tabela de informação nutricional a quantidade da -

glucanas, como fibra solúvel, abaixo das fibras alimentares. Em sua 

embalagem não poderá ser veiculada informação alusiva a propriedades, 

que não sejam aquelas aprovadas pelo órgão competente da ANVISA. 

 

 

1.2.2.2 Bioatividade e estrutura dos polissacarídeos 

 

Muitos cogumelos de uso tradicional na Ásia estão sendo 

estudados por pesquisadores interessados em averiguar e comprovar a 

eficácia e segurança de muitas atividades biológicas atribuídas a eles, 

tais como anti-inflamatória, antioxidante, antimicrobiana, 

imunoestimulante, antitumoral, e nos casos de diabetes e hipertensão 

(POUCHERET; FONS; RAPIOR, 2006). 

Espécimes de A. subrufescens foram levados para o Japão, na 

década de 70, por pesquisadores interessados nas propriedades 

medicinais e no cultivo do cogumelo. Desde então, diversos trabalhos 

científicos têm sido publicados, relatando a propriedade antitumoral, 

antimutagênica, antiviral, antitrombótica, hipotensiva, anti-inflamatória, 

cicatrizante e antioxidante do cogumelo. Essas atividades estão 

relacionadas a uma ampla gama de substâncias, tais como ésteres, ácidos 

linoléico e oléico, proteínas, enzimas e polissacarídeos (MIZUNO et al., 

1990a; EGUCHI et al., 1999; DELMANTO et al., 2001; MATSUI et al., 

2003; CHEN; SHAO; SU., 2004; HUANG et al., 2004; SOUSA et al., 

2007; KOMURA et al., 2010; SUI et al., 2010; ZHANG et al., 2010). 

Algumas das atividades biológicas, principalmente a 

imunoestimulante e a antitumoral, têm sido relacionadas às -glucanas 

presentes na parede celular de A. subrufescens (KAWAGISHI et al., 

1990; MIZUNO et al., 1990a; 1990b; OHNO et al, 2001), sendo que 

diversas patentes foram concedidas para processos de produção e 

utilização desses polissacarídeos (OKUBO; KAZUKUNI; OHKUBO, 

1991; FUJIMIYA; EBINA, 2000). A indústria farmacêutica, incluindo a 

que produz medicamentos e cosméticos, tem utilizado as -glucanas 

oriundas de A. subrufescens (ITO; SUMIYA, 2000; UCHIYAMA; 

HARAMAKI, 2002). Diversas marcas registradas e patentes relacionam 

as propriedades de A. subrufescens no uso dermatológico com 

atividades antialérgica, cicatrizante, protetora de danos causados à pele 

pela poluição e radiação, e também no clareamento de manchas e sinais 
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(HYDE; BAHKALI; MOSLEM, 2010; KOZUKA et al.; 2005; 

UCHIYAMA; HARAMAKI, 2002).  

Existem ainda no mercado nacional e internacional, cremes, géis, 

loções facial e corporal, sabonetes, xampus e condicionadores 

(Cogumelo do Sol
®
, Agaricalis

®
), usados como cosmecêuticos. Esse 

termo é utilizado para uma nova linha de produtos de uso dermatológico 

com propriedades medicinais, podendo conferir atividade 

farmacológica, corretiva, regeneradora, nutritiva e estética (CASTILLO, 

2005; HYDE; BAHKALI; MOSLEM, 2010; KLIGMAN, 2002). 

Nos polissacarídeos de A. subrufescens foram identificadas as 

estruturas (1 6)-(1 3)- -glucanas nas frutificações, ou seja, a cadeia 

principal -(1 6) e ramificações -(1 3) conectadas (DONG et al., 

2002, MIZUNO et al., 1990a, OHNO et al., 2001), com massa molar de 

1700 g.mol
-1

 (DONG et al., 2002) ou 2000 g.mol
-1

 (MIZUNO et al., 

1990a). No micélio cultivado em substrato líquido, foram identificadas 

as glucomananas com cadeia principal (1 2)- -mananas e ramificações 

(1 3)- -glucanas (MIZUNO et al., 1999). A massa molar dessa 

glucomanana foi determinada por diversos autores, com os seguintes 

valores: 380 g.mol
-1

 (FUJIMIYA et al., 1998), 274 g.mol
-1

 (LIN; 

YANG, 2006) e 170 g.mol
-1

 (DONG et al., 2002). Uma fração desse 

polissacarídeo foi purificada apresentando um conteúdo menor que 5% 

de proteínas (ITO et al., 1997). Essa fração compõe 2,1 % do total da 

fração solúvel em água e foi denominado ATOM (antitumor organic 

substance Mie). No filtrado desse cultivo foi isolado o complexo 

manana-proteínas secretado pelo fungo. Ambos os polissacarídeos 

apresentaram atividade antitumoral (ITO et al., 1997; MIZUNO et al., 

1999; WASSER; WEIS, 1999). 

As frutificações de A. subrufescens UFSC 51, contém -glucanas, 

como aquelas descritas acima, com baixo teor de proteínas e rendimento 

médio de 42  1 mg de -glucana por grama de frutificação desidratada, 

com pequena variação entre os estágios de maturação (CAMELINI et 

al., 2005). Tais polissacarídeos foram testados no processo de 

vascularização em embriões de galinha demonstrando atividade 

promotora de formação de vasos (CAMELINI et al., 2006). Esse 

processo pode estar relacionado à atividade imunomodulatória e 

antitumoral das -glucanas, como foi relatado por Matsui, Kodama e 

Nanba (2001) para as -glucanas de Grifola frondosa denominada de 

Fração D, que possui estrutura semelhante àquelas de A. subrufescens. 

No caso desse isolado UFSC 51, também já foi realizado cultivo 

em substrato líquido em biorreator, e constatada a viabilidade do micélio 
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para a utilização como inoculante (ROSSI et al., 2004), porém não 

foram averiguadas as estruturas químicas, o rendimento e a bioatividade 

dos polissacarídeos presentes no micélio e no meio líquido do cultivo. 

As -glucanas reconhecem e se ligam aos receptores de diversas 

células humanas, principalmente leucócitos, incluindo macrófagos, 

monócitos, neutrófilos e células NK, como também em receptores de 

células não-imunes como as endoteliais e os fibroblastos (BROWN; 

GORDON, 2003). Os principais receptores já identificados para -

glucanas são CR3, dectin-1 e lactosilceramida (BROWN; GORDON, 

2001; 2003; ROSS et al., 1999; ZIMMERMAN et al., 1998). 

De acordo com Ross et al. (1999), os receptores celulares de -

glucanas, i.e. CR3, são responsáveis por diversas atividades biológicas 

in vitro e in vivo, estimulando a secreção de citocinas como TNF- , 

IFN- , IFN- , e IL-6 em células NK, moduladoras da formação de vasos 

sanguíneos (BAMIAS; DIMOPOULOS, 2003). 

Já foi demonstrado que polissacarídeos de elevada massa molar 

de A. subrufescens cultivado em substrato líquido podem ativar 

macrófagos e estimular a liberação da citocina TNF-  (SHU; WEN; 

LIN, 2003). Além disso, os macrófagos ativados também produzem 

citocina IL-8, fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator 

de crescimento de fibroblastos - tipo básico (bFGF), sinais pró-

angiogênicos conhecidos, capazes de influenciar vários estágios da 

vascularização (MATSUI; KODAMA; NANBA, 2001; ONO et al., 

1999). 

 

 

1.2.2.3 Extração e separação dos polissacarídeos 

 

A obtenção das -glucanas pelo método de Mizuno et al. (1990a) 

assegura elevado rendimento, porém requer um longo período de 

extração a 100
o 

C e purificação por cromatografia líquida. Métodos 

como a extração em autoclave a 121
o 

C, utilizando centrifugação e 

dialização para isolamento das -glucanas (OHNO et al., 2001), podem 

reduzir o tempo de extração e facilitar a pesquisa da concentração dos 

polissacarídeos em várias amostras. 

Uma forma de melhorar a separação/fracionamento e concentrar 

os polissacarídeos é por meio dos processos de separação com 

membranas como discutido a seguir. Esse processo apresenta diversas 

aplicações na separação e purificação de produtos biotecnológicos, com 

segurança e baixo custo (VAN REIS; ZYDNEY, 2007). São utilizados 
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na purificação de vacinas, extratos e soluções químicas, concentração de 

vírus e bactérias, remoção de pirogênios de soro fisiológico, remoção de 

células de caldos fermentados, esterilização a frio de mostos, tratamento 

de água e de efluentes (HILGER; SIGG; BARBIERI, 1999; VAN REIS; 

ZYDNEY, 2007). 

Membranas são barreiras utilizadas na filtração, que separam 

duas fases permitindo a passagem seletiva das substâncias de acordo 

com seu tamanho, formato e características físico-químicas. As 

membranas possuem várias configurações e são selecionadas de acordo 

com as necessidades específicas de cada aplicação. As membranas são 

produzidas a partir de duas classes distintas de materiais: os polímeros, 

na sua grande maioria materiais orgânicos, e os inorgânicos, como 

metais e cerâmicas. Membranas de natureza orgânica são mais baratas 

do que as membranas inorgânicas, no entanto essas últimas apresentam 

uma maior vida útil e permitem limpezas mais eficientes, apesar de 

terem um custo mais elevado. São diversos os polímeros utilizados para 

produção de membranas tais como polietersulfona, polisulfona, 

polipropileno, politetrafluoretileno (PTFE), fluoreto de polivinilideno 

(PVDF), polivinilpirrolidona, ésteres de celulose e celulose regenerada 

(MOON; KIM; KIM, 2006; NANDI; UPPALURI; PURKAIT, 2008; 

VAN REIS; ZYDNEY, 2007). 

Uma forma de operar um sistema de separação com membranas, 

muito utilizado industrialmente, é o tangencial (cross-flow). O sistema 

permite maior tempo de operação minimizando a necessidade de 

paradas para limpeza, conferindo ao sistema de filtração maior 

produtividade e confiabilidade. Esse modo de operação consiste em uma 

corrente de alimentação da fase líquida passando sob pressão através de 

uma membrana colocada em paralelo com a corrente fluida. Uma porção 

da alimentação passa através da membrana com a pressão aplicada, 

desde que seus componentes sejam menores que os poros da membrana. 

Essa porção que atravessa a membrana é chamada de permeado. A 

corrente que não passa pela membrana arrasta da sua superfície os 

materiais que não permearam. Essa corrente é chamada de concentrado 

ou retentado (VAN REIS; ZYDNEY, 2007). 

A capacidade de separação dos solutos depende 

fundamentalmente da seletividade e da permeabilidade da membrana, 

que são funções da distribuição e do tamanho médio dos poros e da 

espessura da camada de separação. Um estreitamento no perfil da 

distribuição de tamanhos dos poros prejudica a permeabilidade, porém 

aumenta a seletividade. Os principais processos de separação com 

membranas na biotecnologia são os de microfiltração, ultrafiltração, 
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nanofiltração, osmose inversa com e sem diafiltração, eletrodiálise, 

permeação de gases e vapores (CHARCOSSET, 2006; VAN REIS; 

ZYDNEY, 2001; VAN REIS; ZYDNEY, 2007). 

A microfiltração é o processo de separação com membranas mais 

próximo da filtração clássica. Utiliza membranas porosas com tamanho 

de poros na faixa entre 50 e 10.000 nm, sendo, portanto, processos 

indicados para a retenção de materiais em suspensão como células 

intactas e fragmentadas, e bactérias. Como as membranas de 

microfiltração são relativamente abertas, as pressões transmembranas 

empregadas como força motriz para o transporte, são baixas, 

frequentemente não ultrapassando 3 bar (CHARCOSSET, 2006; VAN 

REIS; ZYDNEY, 2001).  

As membranas para ultrafiltração possuem diâmetro dos poros 

entre 1 e 20 nm e são utilizadas quando se deseja purificar e fracionar 

soluções contendo proteínas e outras macromoléculas (CHARCOSSET, 

2006; VAN REIS; ZYDNEY, 2001; VAN REIS; ZYDNEY, 2007). 

Já em membranas empregadas na nanofiltração apresentam 

diâmetro dos poros compreendidos entre 0,5 e 2 nm, e são utilizadas 

para separar solventes, aminoácidos e antibióticos. A osmose inversa é 

usada quando se deseja reter solutos de baixa massa molar tais como, os 

sais inorgânicos, ou pequenas moléculas orgânicas como a glicose, e 

também é utilizada para obter água ultrapura para injeções 

(CHARCOSSET, 2006; VAN REIS; ZYDNEY, 2007). 

Em trabalho realizado por Hashim e Gupta (1997), duas 

membranas de acetato de celulose de poros 0,2 e 0,45 m foram testadas 

para a microfiltração de solução contendo a levedura Saccharomyces 

cerevisiae. Foram avaliados parâmetros importantes na operação como 

velocidade tangencial, concentração de levedura e volume acumulado 

do permeado. A velocidade tangencial foi o fator mais importante sobre 

a taxa de permeado, seguido da concentração de levedura com o tempo 

de operação do sistema. Também foi analisado o fouling, ou 

”sujamento” da membrana, que se traduz na deposição de partículas de 

levedura e outras substâncias ou partículas presentes no meio a ser 

filtrado. Geralmente, a vazão de alimentação da fase contendo a 

levedura deve ser bem maior que a vazão de filtração para reduzir o 

fouling da membrana.   

-Glucanas secretadas (exopolissacarídeo) para o meio líquido 

pelo fungo Schizophyllum commune, conhecida como Schizophyllan, 

vem sendo purificadas e concentradas por microfiltração tangencial. 

Esse polissacarídeo fica retido na membrana de porosidade 0,1 m, 
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permeando compostos de menor massa molar como proteínas, glicose e 

sais. A purificação é feita por diafiltração, ou seja, entrada de solvente 

(água) para manter o volume de retentado constante e lixiviar os 

compostos que devem permear a membrana. Após essa etapa, o 

polissacarídeo é concentrado e liofilizado (RAU, 2002). 

 

 

1.2.3 Produção de biomassa miceliana visando à obtenção de 

polissacarídeos  

 

1.2.3.1 Preservação 

 

Processos biotecnológicos visando à produção comercial, que 

utilizam microrganismos para obtenção de biomassa ou metabólitos 

primários e secundários necessitam garantir o armazenamento de 

culturas por longos períodos de tempo. O processo de propagação 

vegetativa pode ocasionar contaminações, perda de viabilidade, 

mutações, alterações nas características fisiológicas e variabilidade 

genética. Diversos métodos de preservação podem ser utilizados para 

diminuir esses riscos (CHANG; ELANDER, 1986). 

Para obtenção de uma espécie de cogumelo para os processos 

biotecnológicos é necessário, primariamente, isolar o fungo a partir de 

um fragmento da parte interna do cogumelo fresco, próximo à área do 

chapéu, que contém células dicariontes n+n, porém longe da superfície 

exterior e da região das lamelas que contém os esporos n. Esse 

fragmento é transferido para um meio de cultura sólido iniciando a fase 

de micélio secundário quando incubado a temperatura ideal para cada 

espécie, podendo variar de 20 a 30 °C (OEI, 1996).  

Após o isolamento do fungo são necessários métodos de 

preservação que podem ser de curto prazo, como a repicagem 

continuada; de médio prazo, como preservação em óleo mineral, ou em 

água, sob refrigeração (4 a 8 ºC); ou de longa duração, como a 

liofilização, o congelamento a -80 °C e a criopreservação em nitrogênio 

líquido (CHANG; ELANDER, 1986). 

A preservação em óleo mineral e água são métodos utilizados 

para evitar o ressecamento de culturas de fungos preservadas sob 

refrigeração, diminuindo a atividade metabólica. Discos de meio de 

cultura colonizados por fungos micorrízicos foram armazenados em 

tubos contendo água esterilizada e estocados em diferentes temperaturas 

por um período de 3 a 48 meses, apresentando diferentes tempos de 

viabilidade dependendo da espécie (RICHTER; BRUHN, 1989; 



 

 

37 

SMITH; McKAY; MOLINA, 1994). 

Resíduos do metabolismo secundário de fungos como álcoois, 

ácidos alifáticos e compostos fenólicos podem comprometer sua 

viabilidade (DUARTE FILHO et al., 2008). O carvão ativo é 

frequentemente utilizado para remover compostos tóxicos de meios de 

cultura obtidos por hidrólise de resíduos agroindustriais para obtenção 

de biomassa fúngica (CHANDEL et al., 2007; MUSSATTO; 

ROBERTO, 2001). Dessa forma, o carvão ativo pode também ser uma 

alternativa viável para detoxificação dos meios de cultura usados na 

preservação de fungos, como tem sido utilizado pelos Laboratórios de 

Bioprocessos e Micorrizas da UFSC. 

A liofilização, o congelamento a -80 °C e a criopreservação são 

métodos de preservação de longa duração. A liofilização é um método 

que requer a remoção da água por sublimação em condições assépticas, 

que garante longa viabilidade e estabilidade elevada quando se 

considera diversas espécies fúngicas, principalmente quando os fungos 

formam esporos in vitro (TAN; STALPERS, 1984).  

A criopreservação, estocagem em nitrogênio líquido em 

temperatura de -96º C, tem sido utilizada para preservar fungos que não 

esporulam como os basidiomicetos, sem afetar, por outro lado, o 

crescimento e a produção de enzimas lignolíticas. O congelamento de 

oito espécies do gênero Inonotus e seis espécies de Pholiota 

apresentaram viabilidade quando testados após curto período de 

preservação usando-se esse método (STOYCHEV et al., 1998). 
A repicagem, ou seja, a transferência de micélio vegetativo in 

vitro, de meio para meio de forma contínua, aumenta a ocorrência de 

contaminações e com frequência leva à perda do vigor do isolado, 

muitas vezes implicando em perda de características morfológicas ou 

fisiológicas importantes e a seleção de células atípicas (mutantes). Os 

métodos de preservação de médio prazo que se baseiam em princípios 

que envolvem a redução da atividade metabólica são mais acessíveis, de 

menor custo envolvendo menor risco de contaminações da cultura 

inicial. Por outro lado, quando se considera a preservação por longos 

períodos os processos são caros e tecnicamente complexos 

particularmente porque envolvem equipamentos sofisticados e especiais. 

Porém, os métodos a médio e longo prazo evitam problemas que apenas 

se resolvem por meio de nova seleção e isolamento, processo que 

frequentemente pode ser moroso e dispendioso. As características do 

crescimento miceliano, sua viabilidade e propriedades morfológicas, 

assim como as características genéticas do fungo são requisitos 

importantes que devem ser avaliados quando se tem como objetivo a 
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seleção de um método de preservação (CHANG; ELANDER, 1986). 

 

 

1.2.3.2 Caracterização molecular 

 

Ao longo do período de preservação é importante ainda a 

identificação de possíveis variações genéticas intraespecíficas. Nesse 

contexto, diversas técnicas moleculares permitem a detecção dessas 

variações. Técnicas baseadas em “Reação em Cadeia da Polimerase” 

(PCR; Polymerase Chain Reaction) constituem uma ferramenta básica 

para inúmeras metodologias de análise do DNA, consistindo 

fundamentalmente na amplificação de determinados segmentos de 

DNA. O processo é iniciado com a desnaturação da molécula de DNA 

de dupla hélice por aplicação de temperatura elevada. Após a redução da 

temperatura, dois oligonucleotídeos de cadeia simples, complementares 

às regiões flanqueadoras do segmento que se selecionou para 

amplificação e que funcionam como iniciadores (primers), ligam-se a 

essas regiões, dando-se início à síntese do DNA por ação de uma DNA 

polimerase termostável. Ciclos de desnaturação, de ligação e de 

extensão (alongamento) dos iniciadores pela ação da DNA polimerase, 

são repetidos várias vezes resultando na amplificação do segmento alvo 

de DNA (GASSER, 2006).  

Os marcadores moleculares do tipo polimorfismo de DNA 

amplificado aleatoriamente (RAPD; Random Amplified Polymorphic 
DNA) é uma das utilizações mais diretas da PCR. A técnica utiliza um 

oligonucleotídeo com sequência arbitrária e temperatura de anelamento 

entre 30 e 40 °C, ou seja, com baixa estringência, para que a ligação do 

iniciador à fita molde de DNA ocorra em vários pontos ao longo da fita, 

contrariamente ao PCR específico. Isso permite a amplificação 

simultânea de um grande número de fragmentos de DNA aleatoriamente 

distribuídos no genoma. O produto de amplificação é sujeito a 

eletroforese para separação dos fragmentos e após coloração com 

brometo de etídio ou nitrato de prata, sendo visualizado sob luz 

ultravioleta. Perfis de fragmentos diferentes indicam sequências 

diferentes nas moléculas originais de DNA, indicando polimorfismo e 

podem ser utilizados como marcadores em estudos de genética de 

população e filogenia (GASSER, 2006; OBORNÍK; KLÍ; ÐIÑKA, 

2000; STEINDEL et al., 1993). Em diversos trabalhos de aplicação da 

técnica de RAPD foi obtido discriminação ao nível da espécie, mas 

pequenas diferenças nos perfis de diferentes isolados da mesma espécie, 

como também danos no DNA e mutações de uma determinada espécie, 
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indicam que é possível discriminar em nível intraespecífico 

(ATIENZAR et al., 2002; NEVES et al., 2005). 

Lee et al. (2000) avaliaram por RAPD as similaridades genéticas 

entre diferentes isolados da espécie de fungo Pleurotus ostreatus após 

mutações induzidas por radiação gama. Também foram avaliadas as 

diferentes densidades do micélio, formação da frutificação, crescimento 

radial da colônia, e potencial enzimático. Todos os isolados 

apresentaram características morfológicas semelhantes ao controle, 

porém a diversidade genética variou de 64,4 % a 93,3 % em relação ao 

controle, ou seja, o isolado apresentou variações após radiação em 

relação aquele inicial. 

 

 

1.2.3.3 Produção de biomassa 

 

O cultivo de fungos com a finalidade de obtenção de 

componentes bioativos vem sendo desenvolvido desde a década de 70, e 

há um número elevado de compostos de interesse extraídos das 

frutificações, do micélio, e também presentes no resíduo do cultivo em 

substrato líquido (HOLIDAY, 2003; WASSER; WEIS, 1999).  

Por outro lado, o cultivo tradicional para a obtenção das 

frutificações de A. subrufescens é um sistema complexo de produção, 

envolvendo etapas de pré-cultivo como a compostagem do substrato e a 

produção do inoculante. Na etapa de crescimento do fungo nesse 

substrato que não é axênico, ocorrem riscos de contaminações, além de 

requerer um longo período de cultivo (120 dias) e se desperdiçar o 

micélio no substrato que é descartado após a colheita das frutificações 

(BRUM, 2005; CHEN, 2003; OEI, 1996). Sendo assim, é importante o 

desenvolvimento de processos que reduzam e viabilizem o tempo de 

produção do fungo para a obtenção das β-glucanas.  

Os processos biotecnológicos para aumento da escala produtiva 

(scale-up) são utilizados para cultivo de microrganismos, algas, cultura 

de células e de tecidos vegetais. Para a produção de biomassa de fungos 

pode ser utilizado o cultivo em substrato axênico sólido ou líquido, 

denominados respectivamente de fermentação no estado sólido (FES; 

Solid State Fermentation) e fermentação submersa (FSm; Submerse 

Fermentation). Esses processos têm aplicações industriais na produção 

de inoculante para o cultivo tradicional, ou na área de alimentos e 

farmacêutica para obtenção de agentes flavorizantes, polissacarídeos, 

vitaminas, enzimas, ácidos orgânicos e antibióticos (HÖLKER; 

HÖFER; LENZ, 2004). O termo fermentação, diferentemente de sua 
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definição bioquímica, é utilizado na área de engenharia em processos 

tanto aeróbio como anaeróbios (SCHMIDELL et al., 2001). 

A FES ocorre naturalmente no meio ambiente em locais com 

baixa atividade de água sendo responsável pela reciclagem contínua de 

compostos orgânicos na natureza. Desde a antiguidade o processo de 

FES tem sido utilizado para a produção de alimentos fermentados pelos 

povos nativos que fabricam o queijo na Europa, Koji, molho de soja, 

Miso e Tempeh na Ásia, e fermentado de sorgo na África (GADEN et 

al., 1992). 

Os microrganismos que estão envolvidos na FES sintetizam 

enzimas que degradam substâncias poliméricas tornando-as menores e 

de mais fácil digestão, além de propiciarem a agregação de enzimas, 

sabor e textura aos alimentos. Um exemplo é o Koji, um produto 

resultante da fermentação do arroz cozido pelo fungo Aspergillus oryzae 

que produz amilases e proteases nesse processo. O Koji misturado com 

sal é utilizado subsequentemente para inocular soja cozida para um 

segundo processo de fermentação na produção do miso, juntamente com 

leveduras Saccharomyces rouxii e Candida versatilis, e bactérias ácido 

láctica Pediococcus pentosaceous e P. halophilus, que produzem textura 

e aromas (GADEN et al., 1992). 

A FES apresenta algumas vantagens em relação a FSm devido à 

baixa necessidade de água no processo e de energia para o aquecimento 

do suporte sólido utilizado, simulando as condições que ocorrem na 

natureza, além da possibilidade de fermentação de substratos insolúveis 

em água e do potencial para uso de culturas mistas para maior eficiência 

na utilização do substrato (GADEN et al., 1992; HÖLKER; HÖFER; 

LENZ, 2004). Porém, nesse sistema é mais difícil quantificar e separar a 

biomassa fúngica e o polissacarídeo específico de sua parede celular, 

sendo mais viável para obtenção de matéria-prima para a área de 

alimentos, pois não é necessária a separação dos produtos obtidos na 

fermentação para a formulação de nutricêuticos (HOLIDAY, 2003; 

WASSER; WEIS, 1999).  

No entanto, a FSm é um processo que passou por importantes 

melhoramentos nas últimas décadas e que possibilita um maior controle 

do processo num menor período de tempo (5 a 7 dias), na eficiência na 

transferência de O2, remoção do CO2 e em menor risco de 

contaminação. Isso confere vantagem ao processo na obtenção do 

micélio com maior pureza já que a biomassa é facilmente separada do 

meio de cultivo e as β-glucanas podem finalmente ser isoladas e 

utilizadas com finalidade farmacêutica. Adicionalmente, é possível 

recuperar os polissacarídeos secretados pelo fungo no meio de cultura 
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durante o seu desenvolvimento, aumentando seu rendimento (HÖLKER; 

HÖFER; LENZ, 2004; ITO et al., 1997; KUMAR et al., 2004; ROSSI et 

al., 2004; SHU; WEN; LIN, 2003;). 

A escolha do processo depende de uma diversidade de fatores tal 

como os ecológicos, das características do microrganismo, a qualidade 

do produto final, as condições econômicas para implantar o processo e 

as regulamentações governamentais para o descarte do resíduo sólido ou 

líquido (HÖLKER; HÖFER; LENZ, 2004). 

Características ecológicas dos microrganismos selecionados 

devem ser consideradas na seleção do processo. Por exemplo, para a 

FES os microrganismos devem ter tolerância à baixa atividade de água, 

um elevado potencial para excretar enzimas hidrolíticas, e uma 

morfologia específica. Os fungos filamentosos possuem essas 

características morfológicas dispondo de elevada capacidade de 

colonização e permeiam o substrato sólido com facilidade, porém esses 

fungos são aeróbicos e produzem calor proporcional ao consumo de 

oxigênio, sendo difícil, portanto, nesses substratos, a remoção do calor, 

além da limitada difusão do oxigênio nas partículas do substrato 

(RAHARDJO, 2005). 

A atividade biológica dos produtos obtidos nos diferentes 

processos é um requisito importante para essa escolha, já que diferentes 

substratos podem modificar a estrutura química dos polissacarídeos do 

micélio, analisados quanto a sua estrutura de cadeia principal, grupo de 

cadeias laterais e grau de ramificações (HOLIDAY, 2003; SILVA et al., 

2006; WASSER; WEIS, 1999).  

A pureza dos polissacarídeos é um fator importante para se obter 

a atividade biológica desejada, sem os efeitos dos outros constituintes do 

fungo, e até mesmo do substrato. A FSm possibilita a obtenção da 

biomassa mais facilmente separável para a extração dos polissacarídeos. 

Por exemplo, quando a levedura Saccharomyces é consumida 

integralmente na alimentação pode ocasionar problemas como alergias e 

inflamações ocasionadas por substâncias da parede celular que tornam 

os polissacarídeos insolúveis. Dessa forma, é necessária a solubilização 

das β-glucanas e purificação para a obtenção da atividade no sistema 

imunológico com segurança (HANTER; GAULT; BERNER, 2002; 

WILLIAMS et al., 1991). 

A partir do cultivo de L. edodes, cultivado em grãos e induzido à 

frutificação, foi obtido um produto nutricêutico, na forma de pó, 

contendo polissacarídeos bioativos do micélio e das frutificações, 

denominados LEM e Lentinan
®
, respectivamente, e também outras 
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substâncias bioativas como as enzimas e o ergosterol (HOLIDAY, 2003; 

WASSER; WEIS, 1999).  

Foi demonstrado por Mol e Wessels (1990) que as -glucanas da 

parede celular de A. bisporus, na fase de micélio cultivado em substrato 

sólido compostado e nas frutificações, foram similares em termos de 

estrutura química (1 3)-(1 6)- -D-glucana, com pouca variação 

quantitativa. No caso de A. subrufescens foram encontradas diferenças 

estruturais nos polissacarídeos da frutificação e do micélio obtido em 

meio líquido (MIZUNO et al. 1990a; MIZUNO et al.; 1999), porém não 

identificamos pesquisas comparando as estruturas químicas e a 

bioatividade dos polissacarídeos do micélio produzido em substrato 

sólido. A partir do cultivo do fungo em grãos, podem ser elaborados 

nutricêuticos contendo a mistura dos grãos colonizados pelo micélio 

pulverizados e encapsulados. Grãos, como a aveia, o centeio e o trigo, 

podem ser utilizados no cultivo, já que também possuem -glucanas 

benéficas (DEMIRBAS, 2005; HOLTEKJØLEN et al., 2006; 

JOHANSSON et al., 2004; LEUCCI et al., 2008). Entretanto, as -

glucanas fúngicas devido a suas ramificações têm atividade imunológica 

mais significativa do que aquelas oriundas das plantas (BROWN; 

GORDON, 2001). 

Em substratos sólidos é difícil separar a biomassa fúngica do 

substrato, e uma forma de avaliar a produção de biomassa é por meio de 

métodos indiretos que avaliam constituintes específicos do fungo, como 

o ergosterol, glucosamina, proteína, conteúdo de DNA, como também 

evolução de CO2, estabelecendo medidas de conversão entre a biomassa 

e esse indicador (OOIJKAAS; TRAMPER; BUITELAAR, 1998; 

SINGHANIA et al., 2009). 

Na FSm de microrganismos os principais fatores que afetam o 

processo são a disponibilidade de carbono, tais como açúcares e outros 

carboidratos, fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio, íons 

inorgânicos como fosfato, magnésio, ferro, cobre, manganês e zinco que 

são necessários para o crescimento. Além desses, fatores físicos como 

temperatura, pH e o oxigênio em quantidade suficiente para o 

desenvolvimento da biomassa (CRUEGER; CRUEGER, 1990). 

Para a obtenção de biomassa miceliana e exopolissacarídeos em 

cultivo submerso de A. subrufescens, Hamedi, Vahid e Ghanati (2007) 

experimentaram oito diferentes fontes de carbono e de nitrogênio. Os 

açúcares e carboidratos utilizados foram galactose, lactose, frutose, 

amido, sacarose, maltose, glicose e xilose. Os compostos nitrogenados 

inorgânicos e orgânicos utilizados foram oxalato de amônia, nitrato de 
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potássio, sulfato de amônia, cloreto de amônia, uréia, extrato de 

levedura, polipeptona e peptona. Dentre esses nutrientes, o amido, 

seguido da xilose e os nitrogênios orgânicos foram as suplementações 

que produziram a maior biomassa. O rendimento da produção do 

exopolissacarídeo também foi superior para esses nutrientes, exceto para 

a xilose. Segundo Lin e Yang (2006), o nitrato de amônio (NH4NO3) foi 

a fonte inorgânica de nitrogênio para o cultivo de A. subrufescens que 

maior biomassa propiciou, também sendo necessária a suplementação 

com 0,25 g.L
-1

de fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) para 

aumentar o rendimento do micélio. 

Hamedi, Vahid e Ghanati (2007) também avaliaram pH inicial do 

substrato, temperatura de incubação, concentração do amido e do extrato 

de levedura e estimaram que o rendimento máximo de biomassa de 9,08 

g.L
-1

 pode ser obtido com 5,64, 24,6 ºC, 11,55 g.L
-1

 e 4,63 g.L
-1

, 

respectivamente. Para a produção máxima de exopolissacarídeo (1,27 

g.L
-1

) os valores estimados foram 6,87, 20 ºC, 20 g.L
-1

 e 0,84 g.L
-1

, 

respectivamente, para os mesmos fatores. 

Em outro cultivo submerso de A. subrufescens em frascos foram 

utilizados glicose, extrato de levedura e peptona. O valor previsto para o 

rendimento máximo da produção de biomassa foi de 10,86 g.L
-1

 

utilizando concentrações de glicose, extrato de levedura e peptona de 

26,30 g.L
-1

, 6,84 g.L
-1

e 6,62 g.L
-1

, respectivamente. Quando esse meio 

foi utilizado em um biorreator de tanque agitado de 30 L, para aumento 

de escala, o rendimento da biomassa subiu para 13,91±0,68 g.L
-1

, após 7 

dias de fermentação (LIU; WANG, 2007). A bioconversão da glicose 

em biomassa fúngica aumentou de 41,3 % no cultivo em frascos para 

52,9 % em biorreator. 

O meio utilizado para o cultivo de microrganismos deve conter de 

forma equilibrada todos os elementos e nutrientes para a síntese das 

substâncias celulares e para a produção de metabólitos. Os meios de 

cultura quimicamente definidos são utilizados em pesquisas de 

laboratório, porém em escala industrial, por razões econômicas, são 

utilizados substratos complexos de composição variável, subprodutos de 

outras indústrias. Esses substratos devem ser adaptados para o cultivo 

por meio de processos de extração, suplementação e balanceamento da 

composição do meio visando aumentar o rendimento da produção do 

microrganismo selecionado, utilizando experimentos de triagem 

previamente ao cultivo em biorreatores (CRUEGER; CRUEGER, 

1990). No cultivo de microrganismos para produção de seus metabólitos 

podem ser utilizados hidrolisados de resíduos agroindustriais tais como 

palha de arroz (MUSSATO; ROBERTO, 2004b), bagaço de cana 
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(PANDEY et al., 2000), resíduo de cervejaria (MUSSATO; ROBERTO, 

2006) e farelo de trigo (DOBREV et al., 2007), na intenção de 

aproveitar e minimizar a disposição desses resíduos em aterros, 

contribuindo para a preservação do meio ambiente. 

O resíduo de cervejaria ou resíduo de cevada é um subproduto 

gerado no processo de fermentação, insolúvel em água e que representa 

85 % do total de resíduos do processo, ou seja, aproximadamente 20 

Kg.hL
-1

 de cerveja produzida (VALVERDE, 1994). Considerando essa 

estimativa calcula-se uma disponibilidade de 53.480 ton. por ano desse 

subproduto no Brasil, sendo que o Sul do país contribui 

consideravelmente para esse montante devido às inúmeras indústrias de 

cerveja e chopp que produzem aproximadamente 17 milhões hL por ano 

(SINDICERV, 2008). 

A estimativa de produção de trigo no Brasil para a safra 

2008/2009 chegou a 5,8 milhões de toneladas, sendo o Sul o maior 

produtor nacional com cerca de 2 milhões ha de área plantada, com 

produção de 3 milhões de toneladas de grãos no estado do Paraná, e 2 

milhões de toneladas no Rio Grande do Sul (CONAB, 2008). Com o 

processamento do trigo para obtenção da farinha é gerado o farelo de 

trigo, um subproduto que compõe 15 a 20 % do peso do grão. O farelo 

de trigo faz parte da camada mais externa do grão, ou seja, pericarpo, 

testa e aleuroma, e contém 38 % de glucoronoarabinoxilanas, 16 % de 

celulose, 6,6 % de lignina, 25 % de proteínas e ainda pequenas 

quantidades de (1 3)-(1 4)-β-glucanas e arabinoxilanas (DOBREV et 

al., 2007). 

O resíduo da cervejaria, assim como o farelo de trigo, é uma fonte 

rica de carbono, pois a sua composição contém em media 17 % de 

celulose, 28 % de polissacarídeos não-celulósicos, principalmente 

arabinoxilanas, e 28 % de lignina (MUSSATO; ROBERTO, 2006). 

Mussato e Roberto (2005) utilizaram o hidrolisado desse resíduo com 

sucesso para o cultivo de Candida guilliermondii e produção de xilitol. 

Para hidrolisar esses resíduos podem ser utilizadas soluções 

neutra, alcalina ou ácida. A utilização de ácidos minerais diluídos em 

água, na proporção de 2 a 5 % de HCl ou H2SO4, gera a ionização da 

água, diminuindo assim o pH. Essa solução aquosa ionizada constitui 

um meio da hidrólise ocorrer mais facilmente com os resíduos 
lignocelulósicos. Também o aquecimento da solução conduz a uma 

maior agitação molecular acelerando as reações, sendo utilizadas 

temperaturas entre 120 a 200 ºC (PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 

2000a).  



 

 

45 

A hidrólise ácida de resíduos pode liberar xilose, arabinose e 

glicose, mas também compostos tóxicos para os microrganismos como o 

hidroximetilfurfural, furfural, ácido acético e composto fenólicos, 

resultantes da degradação de hexoses, pentoses, grupos acetil da 

hemicelulose e lignina, respectivamente (MUSSATTO; DRAGONE; 

ROBERTO, 2005; PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000a). 

Para contornar os problemas de toxicidade dos hidrolisados, 

vários procedimentos têm sido utilizados, incluindo a precipitação de 

impurezas com a variação de pH, adsorção em carvão ativo, resinas de 

troca iônica, entre outros (CHANDEL et al., 2007; MUSSATO; 

ROBERTO, 2004a; PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000b). 

Dentre esses procedimentos, destaca-se o uso de carvão ativo, que vem 

sendo amplamente utilizado em processos de detoxificação para 

produção de xilitol (MUSSATO; ROBERTO, 2004b, 2005). 

Para evitar a corrosão ácida dos equipamentos de hidrólise e 

liberação de metais tais como ferro, níquel, cromo e cobre no 

hidrolisado devem ser utilizados utensílios de vidro ou aço inoxidável. 

Esses metais também são adsorvidos pelo carvão ativo (MUSSATO; 

ROBERTO, 2004a, 2004b). 

 

 

1.2.3.4 Produção em biorreatores 

 

Os cultivos em biorreatores são utilizados nos processos 

biotecnológicos para o aumento da escala produtiva de microrganismos, 

algas, antibióticos, enzimas, hormônios, anticorpos, cultura de células e 

tecidos vegetais (CAMACHO et al., 2001; MARTIN; WENDT; 

HEBERER, 2004; MARTIN; VERMETTE, 2005; ZHANG; CHISTI; 

MOO-YOUNG, 1995). 

Vários tipos de biorreatores têm sido utilizados para a FES, sendo 

a maioria baseada na agitação ou aeração do sistema. Os biorreatores, 

classificados em função dessas características, são denominados de 

bandejas, tambor rotatório e tambor agitado, ambos com aeração não-

forçada; ou ainda os biorreatores de leito fixo, leito fluidizado, leito 

agitado e tambor de balanço, baseados na aeração forçada 

(SINGHANIA et al., 2009). Uma limitação do sistema de FES é a 

dificuldade de remoção do calor gerado pelo metabolismo fúngico, 

devido essencialmente a baixa condutividade térmica do estado sólido. 

No entanto, a passagem de ar forçado entre as partículas do substrato é 

importante para a remoção desse calor e controle da temperatura de 

incubação (RAGHAVARAO; RANGANATHAN; KARANTH, 2003). 
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Para a FSm existem diferentes tipos de biorreatores, sendo os 

fermentadores aerados os mais utilizados na indústria (CRUEGER; 

CRUEGER, 1990). Cerca de 90 % são de tanque agitado tradicional, o 

restante é representado pelos biorreatores pneumáticos, sem agitação 

mecânica como airlift e colunas de bolhas (CHISTI, 1989). Os 

biorreatores de tanque agitado apresentam diversas desvantagens para o 

cultivo de microrganismos, principalmente devido ao alto grau de 

agitação requerido para a transferência de massa e oxigênio, causando 

danos às células pelo alto cisalhamento das pás do agitador (NIENOW, 

1998). 

O biorreator airlift evita esse problema, já que o sistema de 

circulação do fluido no biorreator é gerado pela diferença de densidade 

do líquido dividido em duas zonas distintas, onde somente uma recebe a 

injeção de ar. A parte que contém a mistura gás-líquido em fluxo 

ascendente é denominada de riser, e a outra que contém o líquido em 

fluxo descendente é o downcomer. O controle dessa circulação é 

dependente da diferença de gás holdup que se refere à fração de gás na 

dispersão gás-líquido, pelo aumento ou diminuição da subida das bolhas 

(CHISTI, 1989; CHISTI; WENGE; MOO-YOUNG, 1995). 

A circulação do fluido no biorreator airlift afeta a turbulência, a 

transferência de massa gás-líquido e de calor, e também as forças de 

cisalhamento que os microrganismos estão expostos, e às quais possuem 

limites de tolerância (CHISTI; MOO-YOUNG, 1988). As pequenas 

bolhas de ar no biorreator aumentam a área superficial de transferência 

de oxigênio e o tubo de corrente de ar uniformiza as forças de 

cisalhamento por todo biorreator, fatores que incrementam a produção 

de biomassa (KUNAMNENI et al., 2007). 

O oxigênio é o menos solúvel de todos os nutrientes num cultivo 

aeróbio, e sua concentração em meios de cultivo, em equilíbrio com a 

pressão atmosférica, é inferior a 8 mg.L
-1

 a 25 ºC. O consumo do 

oxigênio em cultivos de microrganismos unicelulares encontra-se na 

faixa entre 0,18 a 2,70 mg.L
-1

.s
-1

, e sua concentração crítica no meio de 

cultivo varia entre 0,26 e 2 mg.L
-1

 (CRUEGER; CRUEGER, 1990). 

Por outro lado, a formação de pellets pode ser uma forma de 

evitar as variações na densidade dos meios durante o cultivo já que 

muitos microrganismos secretam exopolissacarídeos que aumentam a 

viscosidade, e complicando a transferência de oxigênio para o meio de 

cultivo (PROSSER; TOUGH, 1991; ROSSI; SOUZA; OLIVEIRA, 

2002). 

A morfologia de crescimento é afetada pelo grau de cisalhamento 

e pode determinar se um fungo crescerá na forma de micélio livre ou na 
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forma de pellets, como também remover fragmentos de hifas das 

superfícies dos pellets e, também, provocar sua ruptura. Porém, o 

crescimento na forma de pellets pode limitar a transferência de oxigênio 

para o interior dos aglomerados de micélio (ROSSI; SOUZA; 

OLIVEIRA, 2002). 

Os biorreatores airlift são os mais recomendados para cultivo de 

fungos filamentosos, como é o caso de A. subrufescens, por não 

causarem danos às hifas. Rossi et al. (2004) cultivaram esse fungo em 

um biorreator airlift desenvolvido no Depto. de Engenharia Química e 

Engenharia de Alimentos da UFSC, e obtiveram micélio na forma de 

pellets esféricos com tamanhos menores do que 2 mm. 

 

 

1.2.3.5 Viabilidade econômica da produção 

 

A estimativa dos custos para se produzir um produto 

biotecnológico é um requisito importante na análise da viabilidade do 

processo, envolvendo os custos da operação direta (produção), custos 

fixos e despesas gerais da indústria. A matéria-prima diretamente 

consumida no processo representa entre 30 a 80 % do custo de 

produção, os suprimentos representam cerca de 15 % do custo, ou seja, 

materiais que não são diretamente utilizados na produção, mas que são 

necessários para a operação do processo. Os custos com os salários e 

supervisão variam entre 10 a 40 %. Outros custos estão relacionados à 

produção de vapor para a esterilização, eletricidade, água e tratamento 

do resíduo (KALK; LANGLYKKE, 1986)  

Custos fixos e despesas gerais da indústria são investimentos 

relacionados à depreciação do imóvel, impostos, seguros, aluguéis e 

salários. Todos os fundos requeridos para construções e obtenção de 

equipamentos são investimentos de capital fixo, e dependente do 

processo realizado, pois podem ser necessários fermentadores, 

centrífugas, homogenizadores, ultrafiltros, entre outros equipamentos 

(KALK; LANGLYKKE, 1986) 

O preço do produto vai depender diretamente do custo da 

matéria-prima principal, que representam até 80 % do preço final do 

produto. Dessa forma é possível calcular e comparar diferentes 

processos de fermentação sólido ou líquido, em relação ao seu 

rendimento de biomassa fúngica (CASTILHO et al., 2000). 
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1.2.4 Planejamento estatístico de experimentos 

 

O planejamento experimental é uma técnica que vem sendo 

utilizada em grande escala para melhoramento de processos e produtos, 

minimizando custos e tempo, e visando maximizar rendimento e 

produtividade (RODRIGUES; IEMMA, 2005). 

É comum na pesquisa e principalmente na indústria, aparecerem 

problemas em que é preciso investigar simultaneamente várias 

propriedades, ou fatores. Por meio do planejamento de experimentos, 

baseado em princípios estatísticos, é possível determinar quais desses 

fatores exercem maior influência no desempenho de um processo. As 

variáveis que influenciam no sistema são denominadas de fatores, o 

resultado analisado é chamado de resposta, e a função que descreve essa 

influência é chamada de superfície de resposta (BARROS NETO; 

SCARMINIO; BRUNS, 1996). 

Na pesquisa geralmente é utilizado o planejamento com um único 

fator que fixa um fator com variação do outro até ser encontrada a 

melhor resposta, porém muitas vezes existe interação entre esses fatores 

independentes e o planejamento fatorial permite medir os efeitos (ou 

influências) de um ou mais fatores sobre a resposta de um processo, 

sujeita a todas as combinações entre eles (BARROS NETO; 

SCARMINIO; BRUNS, 1996; CALADO; MONTGOMERY, 2003). 

Um planejamento fatorial completo requer a execução de 

experimentos para todas as possíveis combinações dos níveis de fatores 

envolvidos. Os níveis de um fator são os diferentes modos de presença 

de um fator no estudo considerado. Cada combinação desses níveis de 

fatores é um ensaio experimental. 

O delineamento fatorial completo 2  ocorre quando existem  

fatores, todos em dois níveis. São do tipo inteiramente casualizados, 

sempre que cada um dos tratamentos de 2  for atribuído aleatoriamente 

às unidades experimentais, sem a formação de blocos. Delineamentos 

desse tipo são muito utilizados em condições de laboratório onde as 

fontes externas de variação são mais controladas. No caso de considerar 

quatro fatores, 2
4
 = 16 significa que 16 experimentos devem ser 

realizados. Esse procedimento fornece o menor número de corridas com 

os quais os  fatores podem ser estudados em um planejamento fatorial 
completo (CALADO; MONTGOMERY, 2003; RODRIGUES; 

IEMMA, 2005).  

Muitas vezes é necessário mais de um delineamento experimental 

para atingir a resposta desejada. Quando o número de fatores for 
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superior a quatro, é interessante uma estratégia sequencial de 

experimentos. Também pode ser conveniente iniciar o estudo com um 

fatorial fracionário, analisar os efeitos mais importantes sobre a resposta 

desejada e seguir, sequencialmente, com outros planejamentos 

(RODRIGUES; IEMMA, 2005). Esse tipo de experimento permite 

estudar um número elevado de fatores com poucos ensaios, com um 

dado limite. Para certo número de ensaios, existe um número máximo de 

fatores que pode ser investigado, e quando esse limite é alcançado, o 

planejamento é denominado de saturado (BARROS NETO; 

SCARMINIO; BRUNS, 1996). 

A inclusão de experimentos no ponto central em um 

planejamento fatorial de dois níveis sem repetições pode fornecer 

informações sobre o comportamento das respostas entre os níveis 

inicialmente atribuídos aos valores, além de evidenciar a qualidade da 

repetibilidade do processo, podendo ser usado para construir uma 

estimativa do erro. Porém, é ideal repetirem-se os ensaios nos pontos 

fatoriais e realizar alguns ensaios no ponto central, ou seja, nos valores 

intermediários estipulados no espaço experimental, uma vez que eles 

não afetam as estimativas usuais dos efeitos e possibilitam estimar todos 

os parâmetros do modelo quadrático, chamado de modelo de superfície 

de resposta de segunda ordem (CALADO; MONTGOMERY, 2003; 

RODRIGUES; IEMMA, 2005).  

Um delineamento composto central rotacional (DCCR), ou 

fatorial em estrela, é uma ampliação do experimento já existente 

acrescentando um planejamento idêntico, porém girado de 45 graus em 

relação à orientação de partida, isto é, novos pontos são adicionados á 

uma distância   = (2 )
1/4

 do ponto central, conhecido como pontos 

axiais, tornando o planejamento ortogonal. Esse planejamento deve ser 

utilizado quando se quiser verificar a curvatura de um plano, ou seja, 

verificar a existência de termos quadráticos no modelo de regressão 

(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996; CALADO; 

MONTGOMERY, 2003; RODRIGUES; IEMMA, 2005).  

No DCCR pode ser observada a relação funcional entre os fatores 

para a resposta desejada para o modelo quadrático. O modelo pode ser 

obtido de duas formas, com uma equação que corresponde ao modelo 

completo, onde todos os fatores e suas interações são considerados, 
independentes do valor de p, ou seja, são considerados os fatores que 

possuem ou não significância, e outra equação que considera apenas os 

fatores e as interações que apresentam significância (p < 0,05). Os 

fatores marcados com L, correspondentes ao termo linear, e os marcados 

com Q correspondente ao termo quadrático. A diferença entre o modelo 
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completo e o modelo simplificado baseia-se na precisão dos valores 

preditos, ou seja, quando utilizamos o modelo completo o valor 

estimado possui maior proximidade ao valor observado. Já o modelo 

simplificado fornece um valor com maior desvio do valor observado, 

porém compreendido no intervalo de confiança de 95 % (CALADO; 

MONTGOMERY, 2003; RODRIGUES; IEMMA, 2005).  

O modelo polinomial pode ser validado pela análise de variância 

para a resposta desejada, observando o Fcalculado que deve ser maior que o 

valor de Ftabelado, indicando que a regressão é significativa. Assim, se 

Fcalc apresentar valor superior a quatro vezes o Ftab, o modelo é bom para 

predição. Caso o valor de Fcalc não seja maior que o valor de Ftab, a falta 

de ajuste do modelo quadrático é significativa. Porém, caso esse valor 

seja menor do que o Fcalc do modelo linear significa que o modelo 

quadrático explica melhor os resultados do que o modelo linear. Deve 

também ser observada a porcentagem de variação explicada, máxima 

variação explicável e o coeficiente múltiplo de determinação (R
2
) de 

ambos os modelos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1996). 

Fan et al. (2007) delinearam experimentos fatoriais para verificar 

os efeitos nutricionais e físico-químicos na produção de 

exopolissacarídeos de A. subrufescens. Inicialmente, selecionaram as 

melhores fontes de carbono (sacarose e maltose) e nitrogênio (extrato de 

levedura). Após essa seleção, foi realizado um experimento fracionário 

analisando diferentes concentrações de glicose (10 e 30 g.L
-1

), extrato de 

levedura (3 e 6 g.L
-1

), K2HPO4 (0,6 e 1,4 g.L
-1

) e MgSO4 (0,3 e 0,7 g.L
-

1
). Não houve diferença na produção de exopolissacarídeos de nenhum 

dos diferentes fatores testados, sendo utilizados os menores valores para 

o cultivo em biorreator. Foi delineado um DCCR e um modelo de 

superfície de resposta para os valores de temperatura de 25,5; 27; 30; 33 

e 34,4 ºC e pHs 4,58; 5; 6; 7 e 7,41. Verificou-se que os fatores 

influenciaram negativamente na produção de exopolissacarídeo, isto é, 

quanto maiores foram os valores de temperatura e pH, menores foram os 

rendimentos na produção.  

Para a produção de polissacarídeos e ergosterol de A. 

subrufescens foi realizada uma otimização de fatores físico-químicos em 

biorreator agitado utilizando se o delineamento saturado Plackett–

Burman para a seleção daqueles fatores importantes na produção de 

biomassa e de ergosterol. Foram avaliados a temperatura, o pH inicial, a 

tensão de oxigênio dissolvido, a razão de aeração e a pressão no tanque. 

O método de gradiente ascendente foi utilizado para identificar a região 

do ponto ótimo para os fatores importantes, ou seja, aqueles que 

influíram significativamente no experimento anterior: temperatura de 
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incubação, velocidade de agitação e pH inicial, encontrando-se valores 

de 20 ºC, 300 rpm e 5,0 respectivamente. O delineamento Box-Behnken 

conduziu ao maior rendimento de polissacarídeo e ergosterol com a 

velocidade de agitação de 310 rpm, pH 4,9 e temperatura de 20 ºC, 

valores 57 % e 43 % maiores, respectivamente, comparados ao 

rendimento do experimento não-otimizado (GAO; GU, 2007).
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CAPÍTULO II 

PRESERVAÇÃO IN VITRO DE 

Agaricus subrufescens 

 

 



 

 

54  



 

 

55 

2 PRESERVAÇÃO IN VITRO DE Agaricus subrufescens  

 

2.1 INTRODUÇÃO  

 

Fungos importantes biotecnologicamente são rotineiramente 

mantidos em coleções de culturas para a preservação do germoplasma 

viável, para a conservação de suas funções ecológicas e genéticas, e de 

suas substâncias biologicamente ativas. A preservação desses isolados é 

necessária para diversas aplicações na área de pesquisa e industrial 

(CAMEOTRA, 2007). 

Óleo mineral e água destilada são utilizados para preservação por 

períodos relativamente curtos, dependendo da espécie (CROAN; 

BURDSALL JR.; RENTMEESTER, 1999; RICHTER; BRUHN, 1989). 

Liofilização e criopreservação em nitrogênio líquido, que interrompem o 

crescimento e comprometem alguns processos metabólicos, representam 

técnicas de preservação de longo prazo (CROAN; BURDSALL JR.; 

RENTMEESTER, 1999). O desafio de manter as culturas de A. 

subrufescens em laboratório resulta da diminuição da viabilidade da 

cultura e frequentes mudanças nos hábitos de crescimento, 

principalmente depois de muitas transferências. Apesar de diversos 

autores publicarem técnicas para a preservação in vitro de micélio 

fúngico (ANTHEUNISSE, 1973; CRESPO; ABARCA; CABAÑES, 

2000; CROAN; BURDSALL JR.; RENTMEESTER, 1999), não foi 

encontrada nenhuma publicação referente à preservação de A. 
subrufescens em curto ou longo prazos.  

Alguns fungos são capazes de produzir metabólitos secundários 

que podem permanecer no meio de cultura, como é o caso da agaritina 

produzida por Agaricus spp. O micélio é uma fase do ciclo de vida do 

fungo responsável pela síntese desse metabólito (ANDERSSON; GRY, 

2004). Agaritina tem atividade mutagênica (KONDO et al., 2006) e 

pode ser prejudicial a espécie. Carvão ativo é muito utilizado para a 

remoção de compostos tóxicos dos hidrolisados de resíduos 

lignocelulolíticos (MUSSATTO; ROBERTO, 2004a), e tem sido 

utilizado na cultura de tecidos de plantas para melhorar o crescimento 

celular in vitro (TENG, 1997). Portanto, o carvão ativo pode fornecer 

condições adequadas quando integrado ao meio de cultura para a 

preservação e recuperação de fungos. 

Durante um determinado período de preservação é importante 

acompanhar a viabilidade e as características morfológicas do micélio 

em meio de cultura sólido (CLARK; ANDERSON, 2004; MARÍN et al., 

2008). Também é crucial avaliar a estabilidade genética do micélio 
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preservado. Técnicas de PCR e protocolos de análise de DNA, como os 

marcadores de RAPD tem sido importantes na avaliação da 

variabilidade intraespecífica de microrganismos (ATIENZAR et al., 

2002; NEVES et al., 2005), e para a detecção de danos e mutações no 

DNA (LEE et al., 2000). 

Para assegurar a manutenção das características do fungo A. 
subrufescens e prover inoculantes para os experimentos a serem 

realizados neste trabalho foi definido inicialmente uma série de 

experimentos de preservação do fungo durante um período de 12 meses, 

com o monitoramento periódico da sua viabilidade, velocidade de 

crescimento radial e características genéticas.  

 

 

2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.2.1 Inóculo de cultivo 
 

O fungo da espécie A. subrufescens utilizado neste experimento 

está depositado na coleção de fungos do Laboratório de Bioprocessos, 

do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, da Universidade 

Federal de Santa Catarina, sob código UFSC 51. Um exemplar da 

espécie está depositado no herbarium FLOR, sob código FLOR 11.797. 

O fungo foi inoculado em placas de petri com meio de cultura 

sólido batata dextrose ágar (BDA, Sigma), pH 6,0, e incubado durante 

12 dias a 26 
o
C. Essa cultura foi utilizada nos diferentes experimentos de 

preservação. 

 

 

2.2.2 Métodos de preservação 
 

Os métodos de preservação utilizados foram os seguintes: (A) 

tubos de ensaios contendo meio de cultura BDA com adição de carvão 

ativo, (B) BDA com adição de óleo mineral após a colonização fúngica, 

ou (C) discos da cultura em água Mili Q, e armazenados sob 

refrigeração a 8 ºC. Os experimentos foram acompanhados durante 12 

meses, com coletas mensais, sendo necessárias 12 amostras destrutivas 

em duplicatas, totalizando 24 amostras de cada método de preservação.  

Para a preservação em carvão ativo foram utilizados tubos 

inclinados contendo 10 mL de meio de cultura BDA com adição de 2 

g.L
-1

 de carvão ativo (Sigma Chemical Co., EUA), esterilizados em 

autoclave a 121 ºC durante 20 min. Esses tubos foram inoculados com 
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discos de 8 mm da cultura-mãe e incubados a 26 
o
C durante 7 dias. Após 

o crescimento armazenaram-se os tubos de cultivo a 8 °C. 

Para preservação em óleo mineral foram inoculados discos de 8 

mm da cultura-mãe em tubos inclinados contendo 10 mL de meio de 

cultura BDA esterilizados em autoclave a 121 ºC durante 20 min., e 

incubados a 26 
o
C durante 7 dias. Após o crescimento do fungo nos 

tubos, foram adicionados 5 mL de óleo mineral (Multilab, Brasil) 

esterilizado e armazenados a 8
 o
C. 

Para a preservação em água foram cortados discos de 8 mm após 

a colonização e colocados 4 em cada tubo contendo 15 mL de água Mili 

Q, também esterilizada em autoclave a 121 ºC durante 20 min. Os tubos 

foram armazenados a 8 °C. 

Outro método de preservação utilizado foi a liofilização. Após o 

crescimento do fungo em balões volumétricos de 25 mL contendo 10 

mL de meio líquido Melin-Norkrans Modificado (MNM) (MARX, 

1969), sob incubação a 26 
o
C durante 7 dias, foram adicionados 0,5 mL 

de trealose (10 %) e 0,5 mL de lactose (10 %). O fungo foi congelado a -

20 °C e liofilizado, com filtro de algodão na boca do balão, até total 

secagem (CHANG; ELANDER, 1986; CROAN; BURDSALL JR.; 

RENTMEESTER, 1999). 

 

 

2.2.3 Viabilidade do micélio 

 

Para averiguar a viabilidade do micélio de A. subrufescens nos 

diferentes métodos de preservação foram retiradas amostras mensais 

durante um período de 12 meses. De cada amostra foram retiradas, com 

bisturi esterilizado, quatro frações da cultura fúngica ou quatro discos, 

no caso da preservação em água, e colocados para crescimento a 26 
o
C 

em placas de petri contendo meio de cultura BDA, observando-se a 

viabilidade do fungo após o crescimento do micélio ao final de 2 a 5 

dias. As amostras foram coletadas completamente casualizadas, em 

duplicatas, e analisadas pela média das porcentagens de amostras viáveis 

em 12 meses. Para comparação das médias foi utilizado o teste de 

Diferença Mínima Significativa (DMS) para o nível de significância  < 

0,1. 
Para recuperação do fungo liofilizado também foi testada a 

adição de 10 mL de meio líquido MNM diretamente no balão contendo 

o liofilizado, e incubado durante 12 dias a 26 
o
C.  
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2.2.4 Velocidade de crescimento radial do micélio 

 

Discos ou frações viáveis de amostras iniciais do fungo (antes do 

armazenamento), no 4º, 8º e 12º meses foram transferidos após o 

crescimento inicial para placas de petri contendo meio de cultura BDA, 

e/ou BDA com adição de carvão ativo (2 g.L
-1

), e incubados a 26 ºC. O 

crescimento radial do fungo foi mensurado a cada dois dias, durante 16 

dias, utilizando paquímetro. As análises foram realizadas em triplicata.  

No 12º mês de preservação, na primeira repicagem após o 

crescimento das amostras foi avaliado o crescimento radial do fungo, a 

partir de discos de 8 mm, em placas de petri contendo meio de cultura 

BDA com adição de carvão ativo. As análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

 

2.2.5 Análise da estabilidade genética do fungo 
 

O micélio foi coletado de amostras iniciais de cultura fúngica 

(antes do armazenamento), e após 4, 8 ou 12 meses de armazenamento 

nos diferentes métodos de preservação. Foram inoculados em placas de 

petri contendo meios de cultura BDA e BDA com adição de carvão 

ativo. O micélio aéreo foi retirado superficialmente, com um bisturi 

esterilizado, e armazenado em tubos de 1,5 mL a -20 ºC.  

O DNA de todas as amostras foi extraído e isolado segundo 

método utilizado por Lee e Taylor (1990). Inicialmente, a amostra foi 

submetida a cinco repetições de congelamento em nitrogênio líquido e 

subsequente aquecimento. Após adicionar 50 L de tampão lise (Tris-

HCl 50 mM (pH 7,2), EDTA 50 mM, 3% de SDS, e 1 % de 2-

mercaptoetanol) a mesma foi macerada com pistilo. Ao lisado foram 

adicionados 20 L de proteinase-K (20 mg.mL
-1

), 450 L de tampão 

lise e homogeneizado. As amostras foram submetidas à temperatura de 

56 ºC por um período de 12 horas. 

Uma alíquota de 500 µL de uma mistura fenol: clorofórmio 

saturado foi adicionada ao produto digerido e homogeneizado 

cuidadosamente, seguido de centrifugação a 11000 g durante 15 min. a 

temperatura ambiente. Outra alíquota de 500 µL da fase aquosa foi 

transferida para novo tubo e 15 L de acetato de sódio (NaOAc) 3M e 

216 L de isopropanol foi adicionado para precipitar o DNA. Após 

precipitação, a amostra foi centrifugada a 11000 g durante 15 min. em 

temperatura ambiente e o sobrenadante descartado. Ao precipitado foi 
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adicionado 200 L de etanol (70 %) gelado e novamente centrifugado, 

descartando-se o sobrenadante. 

Após secagem, o DNA precipitado foi ressuspendido em 30 L 

de água ultrapura e tratado com 1 μL de RNAse (20 mg.mL
-1

) a 37 °C 

durante 1 h. A qualidade e concentração do DNA foram analisados em 

gel de agarose 1 % e espectrofotometria, respectivamente. A 

concentração das amostras foi ajustada para 2 ηg.μL
-1

 e as mesmas 

foram estocadas a -20 °C.  

Para a análise de marcadores moleculares do tipo RAPD foram 

utilizados iniciadores de sequências aleatórias (primers) apresentados na 

Tabela 2.1. Os oligonucleotídeos foram modelados segundo Lee et al. 

(2000) e Neves et al. (2005), e produzidos pela INVITROGEN (Brasil). 

 
Tabela 2.1 – Iniciadores utilizados para a amplificação de DNA de Agaricus 

subrufescens por RAPDs. 

Iniciador Sequência de bases 

AB1 5‟-ACGGATCCTG-3‟ 

AB2 5‟-GGGAATTCGG-3‟ 

AB3 5‟-CCAAGCTTCC-3‟ 

AB4 5‟-GGCTGCAGAA-3‟ 

AB5 5‟-GGCACTGAGG-3‟ 

AB6 5‟-GAGCCCTCCA-3‟ 

AB7 5‟-CTGAGACGGA-3‟ 

AB8 5‟-TCGGACGTGA-3‟ 

AB9 5‟-AGACGTCCAC-3‟ 

AB10 5‟-GGAAGTCGCC-3‟ 

 

O DNA extraído foi submetido à reação de RAPD que ocorreu na 

presença de 1 µL de tampão (10 mM Tris-HCl pH 8,3; 50 mM KCl), 1,5 

mM MgCl2, 0,8 U da enzima Taq DNA polimerase (Labtrade, São 

Paulo), 1 ρmol do primer, 0,2 mM de dNTP´s (Invitrogen), e 2 ng de 

DNA para um volume final de 10 µL. A amplificação foi realizada em 

um termociclador Mastercycler  Gradient (Eppendorf
®
, EUA), 

inicialmente com temperaturas de desnaturação de 94 °C durante 5 min, 

seguida de dois ciclos de nova desnaturação a 94 ºC durante 30 s, 

ligação a 30 °C durante 2 min e extensão a 72 °C durante 1 min. Ao 

término desses ciclos as amostras foram submetidas a 33 ciclos de 

desnaturação a 94 ºC durante 30 s, ligação a 40 °C durante 2 min. e 

extensão a 72 °C durante 1 min.  

Como controle positivo foi utilizado DNA de frutificação de A. 

subrufescens. A água utilizada na reação foi o controle negativo. O 
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padrão de peso molecular dos fragmentos de DNA utilizado foi o 100 pb 

ladder (100-1000 pb, Fermentas). 

Os produtos amplificados de DNA foram ressuspendidos 

utilizando 3 µL das amostras em igual volume de tampão 2x (0,08 % de 

azul de bromofenol, 0,08 % de xileno cianol e 10 % de ficol) e 

submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida (6 %) em sistema de 

minigel (BIO-RAD) a 100 V durante 75 min. Em seguida, os géis foram 

fixados em etanol 10 % e ácido acético 0,5 % durante 20 min sob 

agitação branda, corados com nitrato de prata 0,2 % durante 10 min sob 

agitação, lavados durante 2 min em água Mili Q e revelados com NaOH 

0,75 M e formaldeído 0,1 M durante 10 min sob agitação. A 

visualização das amostras foi realizada com o auxílio de um 

transiluminador MacroVue UV 20  (Hoefer Pharmacia Biotech, EUA) e 

os resultados foram fotodigitalizados.  

As análises das amostras por RAPD foram realizadas em série 

para reduzir problemas de repetibilidade da técnica. Para a análise dos 

dados, a cada fragmento de DNA amplificado com uma mobilidade 

eletroforética diferente foi designada um número de posição e uma 

marca de 1 ou 0 baseado na presença ou ausência de fragmentos. As 

amostras foram analisadas pelo percentual de fragmentos 

compartilhados a cada duas amostras para cálculo dos coeficientes de 

similaridade Dice. O coeficiente de similaridade S = 2a / 2a + b + c 

onde, a = número de fragmentos compartilhados entre as amostras 1 e 2, 

b = número de fragmentos exclusivos da amostra 1 e c = número dos 

fragmentos exclusivos da amostra 2. Esses dados foram colocados em 

uma matriz de similaridade e analisados pelo método Unweighted Pair 

Group Method Analysis (UPGMA) utilizando o programa FREETREE, 

com consequente elaboração do dendograma pelo programa 

TREEVIEW versão 1.6.6. A linha de fenon representa a média das 

similaridades entre os pares e indica o ponto de referência para divisão 

dos organismos em grupos separados. 

 

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.3.1 Viabilidade de Agaricus subrufescens 

 

A Tabela 2.2 apresenta a média dos discos viáveis (%) referentes 

aos diferentes tratamentos ao longo de 12 meses para a preservação em 

BDA com carvão ativo (A), BDA com óleo mineral (B) e até o 10º mês 

para o tratamento de discos em água (C), analisados a cada dois meses.  
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Tabela 2.2 - Média do número dos discos viáveis (%) submetidos aos diferentes 

métodos de preservação de Agaricus subrufescens em tubos contendo meio 

BDA com carvão ativo (A), BDA com óleo mineral (B) e água (C). 

Método de 

Preservação 

Média do número de discos viáveis (%) 

Mês 2 Mês 4 Mês 6 Mês 8 Mês 10 Mês 12 

A 75,00 75,00 68,75 75,00 93,75 75,00 

B 87,50 87,50 75,00 62,50 62,50 50,00 

C 93,75 100,00 100,00 75,00 50,00 0 

 

Os métodos de preservação A e B permitiram que as frações se 

mantivessem viáveis por períodos mais longos, ou seja, até 12 meses, 

sendo que a viabilidade no início e no final do período estudado se 

manteve em 75 % para o método de preservação A, enquanto o método 

B conduziu a redução de viabilidade de 87,5 para 50 %. O método C se 

diferenciou do restante por apresentar viabilidade elevada até o sexto 

mês, após o qual se observou uma redução até 50 % no mês 10, e 

finalmente perda total de viabilidade no 12° mês. 

O tratamento A, com carvão ativo, demonstrou ser a melhor 

opção para a preservação do fungo por um período de até 12 meses. Já o 

tratamento B, a base de óleo mineral não é recomendável devido à 

dificuldade de manuseio pela presença de grande quantidade de óleo 

mineral, fato que também dificulta o crescimento miceliano após 

transferência. 

O carvão ativo é uma alternativa de preservação eficiente sendo 

que a presença do adsorvente pode estar associada a um processo de 

detoxificação dos metabólitos secundários que o fungo produz no 

substrato mesmo quando em condições de hipobiose. Isso se manifesta 

devido as baixas velocidades de crescimento do fungo exposto às baixas 

temperaturas (8 ºC) de estocagem. Vale salientar que de A. subrufescens 
cultivada no Brasil é incapaz de sobreviver em temperaturas abaixo de 4 

°C (WASSER et al., 2002). Compostos tóxicos podem comprometer a 

viabilidade dos microrganismos. Dessa forma, o carvão ativo é 

adicionado ao meio com finalidade de remoção desses compostos dos 

meios de cultura obtidos por hidrólise de resíduos agroindustriais 

(CHANDEL et al., 2007; MUSSATTO; ROBERTO, 2001). O carvão 

ativo pode ser, portanto, uma alternativa importante também na 

produção de meios de cultura para a preservação de alguns fungos, 

como analisado por Duarte Filho et al. (2008) para os fungos 

micorrízicos. 

A preservação dos discos em água foi utilizada por Richter e 
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Bruhn (1989), que reportaram um período de armazenamento de até 48 

meses a 5 ºC, para algumas espécies de fungos micorrízicos, e um 

período de até 9 meses para outras espécies. Smith, Mckay e Molina 

(1994) também averiguaram viabilidade para 95 % dos 169 fungos 

testados depois de 20 meses de armazenamento, sendo a temperatura de 

armazenamento mais eficiente dependente da espécie. 

 Segundo Croan, Burdsall Jr. e Rentmeester (1999), a liofilização 

utilizando-se trealose 10% e lactose 10% pode ser aplicada para 

preservar diversos fungos. No entanto, A. subrufescens não sobreviveu 

quando foi submetido a essa técnica.  

 

 

2.3.2 Velocidade de crescimento radial do micélio 

 

A Figura 2.1 apresenta a média das velocidades de crescimento 

no 4º, 8º e 12º mês para os métodos de preservação A e B, e 4º e 8º mês 

para o tratamento C. A velocidade de crescimento radial do micélio de 

A. subrufescens diminuiu em função do tempo de armazenamento 

(período de 12 meses). 

A velocidade de crescimento radial do fungo antes de ser 

preservado (tempo 0), apresentou uma média de 4,7 e 5,5 mm.d
-1

, em 

meio BDA e BDA com adição de carvão ativo, respectivamente. As 

Figuras 2.1A e 2.1B são similares, pois apresentam curvas polinomiais 

descendentes de crescimento radial até o 12° mês para o tratamento A e 

B, com velocidades de crescimento de 2,6 e 2,2 mm.d
-1

, 

respectivamente, em meio com carvão ativo. Para o tratamento C, 

apresentado na Figura 2.1C, houve uma diminuição brusca da 

velocidade de crescimento já no 8° mês de armazenamento.  
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Figura 2.1 – Velocidades médias de crescimento radial do fungo Agaricus 

subrufescens no 0, 4º, 8º e 12º meses para o método de preservação em tubos 

contendo meio BDA com carvão ativo (A), BDA com óleo mineral (B) e discos 

em água (C); comparativamente na recuperação em meio BDA ou BDA com 

carvão ativo. Tempo 0 refere-se à média das velocidades de crescimento do 

fungo antes do armazenamento. O gráfico D apresenta a média das velocidades 

para os três métodos em meio BDA com carvão ativo. 
 

Mesmo que a velocidade de crescimento tenha uma diminuição 

ao longo dos meses, o meio BDA com adição de carvão ativo foi a 

forma de recuperação mais eficiente para todos os métodos de 

preservação. Devido a esse fato, a Figura 2.1D compara os diferentes 

métodos, considerando as bandas de confiança para as respectivas 

equações da reta. Não houve diferença significativa entre os tratamentos 

A e B, porém esses tratamentos foram significativamente diferentes dos 

valores do tratamento C. Entretanto, quando se consideram os dois 

tratamentos A e B, pode-se evidenciar uma tendência para um melhor 

desempenho do tratamento A que também contém carvão ativo para a 

preservação.  

A conservação em baixa temperatura aumentou o período de 
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latência para o crescimento fúngico, ou seja, a fase lag, tendo sido 

verificado um maior tempo para o início do crescimento ao redor do 

disco, possivelmente devido à maior dificuldade do fungo se adaptar as 

novas condições ambientais ou relacionadas ainda à toxicidade da 

agaritina produzida pelo fungo no meio de cultivo (KONDO et al., 

2006; MARÍN et al., 2008). Para esse experimento, essa fase foi 

desconsiderada ao aguardar-se o crescimento inicial do fungo no disco 

para posterior transferência para a placa a ser analisada a velocidade de 

crescimento radial. Mesmo desconsiderando essa fase, a velocidade foi 

menor conforme o aumento do tempo de preservação, e dependente do 

meio de cultura utilizado. 

O fungo recuperado e inoculado em meio de cultura BDA 

apresentou sectorização, porém, quando inoculado em meio BDA com 

carvão ativo, o fungo apresentou suas características morfológicas 

padrão, com formação de colônia radial equidistante (Figura 2.2). Outras 

características descritas por Wasser et al. (2002) também foram 

constatadas, como a coloração branca da colônia, amarronzada no centro 

com possibilidade de exsudato amarelo, micélio denso, algodonoso, 

zoneado e aéreo.  

  

 
Figura 2.2 - Crescimento do Agaricus subrufescens em meio de cultura BDA 

(direita) e BDA com adição de carvão ativo (esquerda) no 14°dia de cultivo. 

 

Por outro lado, Mantovani, Linde e Colauto (2007) quando 

avaliaram o crescimento miceliano de A. subrufescens cultivado em 

placas utilizando diferentes fontes de nitrogênio, comparando com o 

controle positivo em meio de cultura contendo extrato de malte, não 

encontraram degenerações visíveis da colônia. 
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2.3.3 Análise da estabilidade genética de Agaricus subrufescens por 

RAPD 

 

A reação de amplificação utilizando os diferentes iniciadores, de 

AB1 a AB10 (Tabela 2.1), geraram de 8 a 12 fragmentos de DNA em 

cada gel, com tamanhos variados entre 100 a 1000 pb, somando um total 

de 98 fragmentos. O perfil eletroforético no gel, apresentado na Figura 

2.3, para o iniciador AB1 de DNA total de A. subrufescens no 8° mês de 

preservação, representa a baixa variabilidade encontrada entre os 

diferentes métodos de preservação. 

Os fragmentos de DNA amplificados por RAPD e analisados 

para a presença (1) e ausência (0) dos mesmos possibilitaram a 

separação de dois grupos: frutificação (FR) e micélio, incluindo o tempo 

0 (antes da preservação) e demais tempos (4°, 8° e 12° meses) nos 

diferentes métodos de preservação e recuperação, denominados A1, A2, 

B1, B2, C1 e C2 (Figura 2.3). Porém, foi observada pouca variabilidade 

genética entre FR e o micélio no tempo (0), com percentual de 

similaridade genética de 91,2 %, para o mês 4, similaridade de 87,4 % 

no 8° mês, e 92,6 % no 12° mês, observados nas Tabelas 1A, 2A e 3A 

(APÊNDICE A), respectivamente. Todos os métodos de preservação do 

micélio agruparam-se com o micélio no tempo 0 (antes da preservação), 

com similaridade genética superior a 95 % no 4° mês, 93 % no 8° mês e 

96 % no 12° mês. 
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Figura 2.3 – Perfis de RAPD-PCR de DNA total de Agaricus subrufescens 

utilizando o iniciador AB1 para as amostras de micélio armazenadas a 8 °C 

durante 8 meses nos métodos de preservação em tubos contendo meio BDA 

com carvão ativo (A1 e A2), BDA com óleo mineral (B1 e B2), ou discos em 

água (C1 e C2); em diferentes meios de recuperação: BDA (1) ou BDA com 

adição de carvão ativo (2). AP- micélio antes da preservação, FR- frutificação, 

C- controle (água utilizada na reação). M- padrão de peso molecular 100 pb 

ladder.  

 

Na Figura 2.4A, para o 4° mês de preservação, foi possível 

observar subgrupos para os tratamentos que se agruparam em pares A1 e 

A2, B1 e B2, e C1 e C2 e distinguiram em nível de métodos de 

preservação, pois apresentaram o mesmo perfil entre si, com alta 

similaridade do perfil observado para o micélio. As Figuras 2.4B e 2.4C 

apresentam similaridade genética de 100 % para as técnicas de 

preservação B2, A1 e A2, divergindo de B1, com similidade de 99 % e 

98 % para o 8° e 12° mês, respectivamente. Inicialmente, os valores de 

similaridade genética são menores entre os grupos (A1 e A2) e (B1 e 

B2), quando comparados com o dendograma da Figura 2.4B, uma vez 

que esses valores de similaridade aumentam, com aumento da 

homogeneidade. Para o patrimônio genético natural esse aumento da 

homogeneidade é evolutivamente desvantajoso, pois há uma diminuição 

da diversidade. Por outro lado, isso é favorável para o cultivo de A. 

subrufescens visando a obtenção dos polissacarídeos, pois não houve 

variação do mesmo isolado (UFSC 51) após recuperação em longo 

prazo. 
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Figura 2.4 - Dendogramas obtidos a partir dos perfis eletroforéticos utilizando 

os iniciadores AB1 a AB10 para amplificação do DNA total de Agaricus 

subrufescens oriundos do micélio armazenados a 8 °C durante 4 (A), 8 (B) e 12 

(C) meses nos métodos de preservação em tubos contendo meio BDA com 

carvão ativo (A1 e A2), BDA com óleo mineral (B1 e B2), ou discos em água 

(C1 e C2); em diferentes meios de recuperação: BDA (1) ou BDA com adição 

de carvão ativo (2). Tempo 0- amostra do micélio antes da preservação, FR- 

frutificação. Cálculo de similaridade realizado utilizando o coeficiente de Dice 

pelo método de UPGMA. A linha vertical representa a linha de fenon. 

 

Essas técnicas simples e pouco onerosas garantem a manutenção 

da sobrevivência de A. subrufescens por períodos específicos, evitando a 

obtenção de novos isolados do microrganismo a partir de frutificações e, 

sobretudo evitam sucessivas repicagens, técnica com potencial de 

contaminações, que também pode induzir a degenerescência e a 

distinção genética dos isolados (NEVES et al., 2005). 

As mutações podem ser induzidas por radiações (LEE et al., 

2000), genotoxinas (DELMANTO et al., 2001), preservação (CLARK; 

ANDERSON, 2004) e senescência do fungo (MAHESHWARI; 

NAVARAJ, 2008). Para L. edodes foram constatadas mutações que 

conduziram às variações morfológicas, na fase dicariótica, resultando 

em crescimento lento do micélio, hifas irregulares e hifas aéreas 

esparsas (SHIMOMURA; HASEBE, 2006). A recuperação de A. 

subrufescens em meio de cultura BDA sem adição de carvão ativo 

alterou morfologicamente a colônia, porém não foram detectadas 

modificações em nível de genoma utilizando a técnica de RAPD. Por 

outro lado, a diferença genética encontrada entre FR e o micélio pode 

estar relacionada com a diferenciação da fase reprodutiva e a vegetativa, 

de micélio. Ambos são dicarióticos e podem ter sido selecionados pelo 
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meio de cultivo, pois dois genomas existem em núcleos separados, os 

quais são fisicamente pariados e divididos de maneira coordenada pela 

extensão da hifa. Isso permite uma coadaptação entre os núcleos e suas 

possíveis mutações, respondendo até com um aumento na razão de 

crescimento do micélio (CLARK; ANDERSON, 2004). 

Neves et al. (2005) avaliaram diferentes isolados de A. 
subrufescens por RAPD utilizando 10 iniciadores dos quais 5 de 

sequências iguais as utilizadas nesse trabalho. Foram constatadas 

diferenças genéticas com máxima distância de 11,5 % entre um isolado 

de baixa produtividade de frutificações e os demais, inclusive o UFSC 

51. Essas análises foram realizadas em condições diferentes de reação 

de PCR, e a eletroforese foi realizada em gel de agarose com coloração 

de brometo de etídeo, enquanto nesse trabalho se utilizou gel de 

poliacrilamida e coloração com nitrato de prata, possibilitando uma 

maior sensibilidade de visualização dos polimorfismos, tornando o 

RAPD mais discriminativo. Essa técnica é mais utilizada para a 

discriminação em nível de espécie e foi importante também para a 

variabilidade intraespecífica, pois forneceu resultados reprodutíveis 

adequados para o estudo de polimorfismos de DNA. 

A adição de carvão ativo para preservação e recuperação de A. 

subrufescens é um método fácil, rápido, e sem muito custo, que não 

interferiu significativamente nas características morfológicas e 

genéticas, durante um período de até 12 meses de estocagem. Além 

disso, esse método pode ser repetido após esse período, prolongando a 

viabilidade por muitos anos. 



 

 

69 

CAPÍTULO III 

CULTIVO DE Agaricus subrufescens 

EM SUBSTRATO SÓLIDO 
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3 CULTIVO DE Agaricus subrufescens EM SUSTRATO SÓLIDO 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

O interesse por diferentes produtos obtidos por processos 

biotecnológicos, usando-se microrganismos, tem aumentado nos últimos 

anos. Entre os produtos de relevante significância estão as enzimas 

(COUTO; SANROMÁN, 2005), os medicamentos obtidos de fontes 

naturais (BAÑOS et al., 2009) e os produtos nutricêuticos (GHORAI et 

al., 2009, MOORE; CHIU, 2001). Esses produtos podem ser obtidos 

pela sua extração, principalmente na indústria, utilização integral dos 

microrganismos ou recuperação de sua biomassa.  

Para a produção de biomassa fúngica, geralmente são aplicados 

os processos: fermentação no estado sólido (FES) ou fermentação 

submersa (FSm). A FES tem sido escolhida para a obtenção de muitos 

produtos de interesse, como enzimas e metabólitos secundários 

(BAÑOS et al., 2009; SAQIB et al., 2010). Esse processo promove 

condições de crescimento ótimo para vários fungos, como também 

estabilidade de algumas substâncias produzidas (COUTO; 

SANROMÁN, 2006; SINGHANIA et al., 2009). Além disso, o processo 

de FES é mais viável economicamente, principalmente quando se utiliza 

substrato bruto (CASTILHO et al., 2000). 

Para a produção de cogumelos comestíveis e medicinais, 

utilizados como nutricêuticos, são utilizados resíduos lignocelulolíticos 

como serragem, palhas e farelos, que podem ser primariamente 

submetidos ao processo de compostagem. Ambos os estágios estão 

baseados na FES. Esse método de cultivo demanda um longo período 

para a obtenção dos cogumelos, aumentando consideravelmente os 

custos da produção (SCRASE, 1995; STAMETS, 2000), e ainda é 

dependente da qualidade do inóculo fúngico.  

O sistema da FES também é utilizado para a produção do inóculo 

fúngico em grãos de cereais esterilizados, para a produção de várias 

espécies de cogumelos (EIRA, 2003; SCRASE, 1995; SMITH; 

ROWAN; SULLIVAN, 2002). O inóculo pode ser produzido em 

diferentes grãos de cereais como arroz, trigo e centeio (OEI, 1996). A 

reidratação do grão é essencial para a produção da biomassa, sendo que 

diversos métodos de reidratação podem ser escolhidos em função do 

tipo de grão e da quantidade de umidade final adequada. O grão deve ter 

aproximadamente 42 a 45 % de umidade final, dependendo do tipo do 

grão. Elevada umidade pode provocar a quebra da integridade da parede 

celular do grão, alterando a capacidade metabólica do fungo e 
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aumentando os riscos de contaminação (OEI, 1996). Para alguns fungos, 

a suplementação com gesso (CaSO4) e calcita (CaCO3), geralmente na 

razão de 1:4, é sugerida com positivos efeitos na estrutura do substrato e 

na estabilidade do pH (OEI, 1996; SCRASE, 1995). 

Grãos de trigo integral são importante fonte de amido solúvel e 

outros polissacarídeos como arabinoxilanas, glucanas, celulose e 

arabinogalactanas-peptídeos, além de proteínas (glúten entre outras) e 

lipídeos (VAN der BORGHT et al., 2005). Os grãos de trigo oferecem 

nutrientes essenciais, como carbono e nitrogênio, para o 

desenvolvimento dos fungos nesse substrato. O amido solúvel já foi 

selecionado como uma adequada fonte de carbono para a produção de 

biomassa e exopolissacarídeos de A. subrufescens em FSm (HAMEDI; 

VAHID; GHANATI, 2007). 

A inoculação do substrato é geralmente feita pela transferência do 

micélio (em ágar) diretamente sobre os grãos. A cultura é incubada em 

temperatura adequada para cada espécie. Depois do crescimento do 

micélio e colonização dos grãos (aproximadamente 14 dias), esse 

inóculo em grãos pode ser utilizado para colonizar novos grãos 

esterilizados, para aumento da escala de produção (OEI, 1996; 

SCRASE, 1995, STAMETS, 2000). 

Ainda que essa seja a principal aplicação do inóculo fúngico, 

alternativamente, essa biomassa poderia ser processada e consumida 

como nutricêutico, na elaboração de suplemento alimentar (COUTO; 

SANROMÁN, 2006; MOORE; CHIU, 2001). A bioconversão do grão 

em biomassa fúngica é importante para incrementar a qualidade 

nutricional do grão, que é obtida pelo conteúdo protéico contendo todos 

os aminoácidos essenciais, polissacarídeos como glucanas e quitina, 

vitaminas, entre outros (MOORE; CHIU, 2001). 

A obtenção da biomassa de A. subrufescens pode ser realizada 

por FES com essa finalidade nutricêutica, pois esse fungo possui um 

importante polissacarídeo na composição de sua parede celular. Mizuno 

et al. (1999) relacionaram a estrutura desse polissacarídeo com a 

atividade antitumoral, identificando-as com glucomananas, de cadeia 

principal (1 2)- -mananas e ramificações (1 3)- -glucanas. Esse 

fungo tem se adaptado ao crescimento em substrato líquido, e diversos 

autores propuseram a otimização da FSm para a produção de biomassa 
miceliana e exopolissacarídeos (FAN et al, 2007; HAMEDI; VAHID; 

GHANATI, 2007; LIN; YANG, 2006). Apesar da otimização 

experimental já ter sido utilizada para o cultivo de fungos em FES e para 

obtenção de produtos importantes biotecnologicamente (PRAKASH; 

PADMAJA; KIRAN, 2008), e que inclusive a maioria do inóculo 
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comercializado de A. subrufescens seja obtido por FES (MENDONÇA 

et al., 2005; STAMETS, 2000), não foram encontrados estudos 

relacionando a produção de polissacarídeos de A. subrufescens cultivado 

em FES.  

Alguns métodos de cromatografia líquida de alta eficiência com 

detector de índice de refração (CLAE-IR) têm sido propostos para a 

quantificação de polissacarídeos. Nie, Xie e Wang (2005) utilizaram a 

glicoproteína purificada de chá-verde como padrão para comparação 

quantitativa em amostras de chás coletados de diferentes espécies, 

variedades e localizações geográficas. Vendrell-Pascuas et al. (2000) 

desenvolveram um método de determinação quantitativa da inulina em 

produtos cárneos contendo esse tipo de aditivo como emulsificante. O 

método consiste na extração aquosa da inulina, seguido de hidrólise com 

inulinase e detecção da frutose liberada por índice de refração. Portanto, 

a proposta foi utilizar a CLAE-IR para a análise quantitativa dos 

polissacarídeos de maior massa molar presentes no extrato aquoso de A. 
subrufescens cultivado em substrato sólido a base de grãos de trigo.  

O objetivo deste trabalho foi a seleção e a otimização dos fatores 

importantes para a produção dos polissacarídeos de A. subrufescens em 

FES. As condições de cozimento do grão de trigo e descanso após o 

cozimento, a suplementação com cálcio, a quantidade de inóculo inicial 

e a temperatura de incubação foram os fatores otimizados para a 

produção dos polissacarídeos. 

 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1 Inóculo de cultivo 

 

O fungo da espécie A. subrufescens utilizado neste experimento 

está depositado na coleção de fungos do Laboratório de Bioprocessos, 

do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, da 

Universidade Federal de Santa Catarina, sob código UFSC 51. Um 

exemplar da espécie está depositado no herbarium FLOR, sob código 

FLOR 11.797. 

O fungo utilizado no cultivo dos experimentos em substrato 

sólido foi preservado sob refrigeração a 8 ºC em tubos com meio de 

cultura inclinado batata dextrose ágar (BDA, Sigma) com carvão ativo 

(2 g.L
-1

). 

Uma fração do fungo foi inoculada em placas de petri contendo 

meio de cultura da mesma composição, pH 6,0, e incubado durante 12-
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15 dias a 26 
o
C até colonização de 75 % do meio de cultura. 

Para inoculação dos experimentos foram cortados discos de 8 mm 

do meio colonizado e transferidos para outra placa com meio de cultura 

da mesma composição para avaliação da viabilidade, observando o 

início do crescimento do fungo. Posteriormente, cada frasco, contendo 

100 g de substrato, foi inoculado com quatro discos viáveis. 

 

 

3.2.2 Delineamento experimental para o cultivo em estado sólido a 

base de grãos de trigo 

 

Os delineamentos experimentais foram realizados usando-se 

substrato a base de grãos de trigo para o crescimento do fungo, com 

condições de preparo e de incubação conforme segue abaixo, exceto 

quando houve variação destes fatores segundo cada experimento. Os 

fatores fixos para a preparação dos grãos de trigo consideraram o tempo 

de cozimento e o tempo de molho dos grãos, ambos por 20 min. O 

volume de água para cozimento foi de 1:2,5 (p/V). Após o cozimento e 

molho dos grãos em recipiente metálico, esses foram drenados em 

peneira e espalhados sobre tela de plástico para esfriar. Foram pesados 

100 g de grãos e colocados em frascos de vidro de 200 mL com tampas 

perfuradas (dois furos de 5 mm Ø) e protegidas com “tecido não-tecido” 

(TNT). Os substratos foram esterilizados em autoclave a 121 ºC durante 

30 min., e após o resfriamento foram inoculados com os discos de 

micélio e incubados a 26 °C, durante 14 dias, com agitação a cada 

quatro dias. Após a colonização, as amostras foram desidratadas a 60 °C 

durante 12 h, até peso constante, trituradas e armazenadas a 8 ºC. 

Para a realização das análises estatísticas foi utilizado o programa 

STATISTICA 6.0.  

 

3.2.3 Seleção de fatores ambientais determinantes que influenciam 

na obtenção dos polissacarídeos de Agaricus subrufescens 

 

Para se avaliar quais os fatores influem sobre o cultivo de A. 
subrufescens em substrato sólido a base de grãos de trigo, foi realizado 

um planejamento experimental fatorial fracionário saturado 2
7-4

 (8 

experimentos), mais 8 experimentos espelho, com 2 repetições para 

averiguar como resposta o teor de umidade e outras 2 repetições para a 

concentração de polissacarídeo. Também foi avaliada a biomassa 

visualmente por meio de sua intensidade no crescimento. Os fatores 
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avaliados e os respectivos níveis de variação (-1 e +1) são apresentados 

na Tabela 3.1. 

 
Tabela 3.1 - Definição dos fatores independentes do planejamento experimental 

fatorial fracionário saturado e espelho 2
7-4

 e seus respectivos níveis de variação 

para o estudo da influência na produção do polissacarídeo de Agaricus 

subrufescens. 

Fatores Níveis de variação dos 

fatores 

-1 +1 

A) Volume de água de cozimento (p/V) 1:1,5 1:2,5 

B) Quantidade de carbonato de cálcio (%) 0 0,5 

C) Tempo de cozimento (min) 10 20  

D) Tempo de molho após cozimento (min)  0  20  

E) Tempo de descanso após cozimento (h) 2  4  

F) Tempo de Autoclavagem (min) 30  60  

G) Inóculo inicial (discos) 2  4  

 

 

3.2.4 Identificação da umidade ótima dos grãos para obtenção dos 

polissacarídeos de Agaricus subrufescens 

 

O tempo de cozimento e o tempo de molho após o cozimento dos 

grãos de trigo foram fatores selecionados para estudo por meio de um 

delineamento composto central rotacional (DCCR). Os experimentos 

foram realizados em duplicatas para análise da concentração de 

polissacarídeos. Foi realizada mais uma repetição destrutiva para 

averiguar o teor de umidade, sem necessitar inoculação. Os fatores 

avaliados e os respectivos níveis de variação (- , -1, 0, +1 e + ) estão 

apresentados na Tabela 3.2. 

 
Tabela 3.2 - Fatores independentes do planejamento composto central rotacional 

e os respectivos níveis de variação para o estudo da influência na produção do 

polissacarídeo de Agaricus subrufescens. 

Fatores Níveis de variação dos fatores 

-  -1 0 +1 +  

A) Tempo de cozimento (min) 6 10 20 30 34 

B) Tempo de molho após o 

cozimento (min) 

6 10 20 30 34 
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3.2.5 Identificação do pH ótimo para obtenção dos polissacarídeos 

de Agaricus subrufescens 

 

As porcentagens de gesso (CaSO4) e calcita (CaCO3) adicionadas 

aos grãos de trigo, após o cozimento, foram fatores estudados por um 

delineamento experimental fatorial completo 2
2
 com pontos centrais 

para as respostas pH e concentração dos polissacarídeos. Os 

experimentos foram realizados em duplicata. O pH foi avaliado antes do 

crescimento fúngico, segundo Tedesco et al. (1995). Os fatores 

avaliados e os respectivos níveis de variação (-1, 0, +1) estão 

apresentados na Tabela 3.3. 

 
Tabela 3.3 – Definição dos fatores independentes do delineamento experimental 

fatorial completo com pontos centrais e seus respectivos níveis para o estudo de 

suas influências na produção do polissacarídeo de Agaricus subrufescens. 

Fatores Níveis de variação dos fatores 

-1 0 +1 

A) Gesso (p/p, %) 0 1,5 3 

B) Calcita (p/p, %) 0 0,5 1 

 

 

3.2.6 Aumento da escala de produção dos polissacarídeos de 

Agaricus subrufescens em grãos de trigo  

 

A quantidade de inoculante inicial e a temperatura de incubação 

foram fatores selecionados e estudados por um DCCR para a resposta 

concentração de polissacarídeos. Os experimentos foram realizados em 

duplicata. Inicialmente, o fungo foi cultivado em frascos contendo 100 g 

de grãos, e depois de colonizados, uma porcentagem determinada pelo 

experimento foi transferida para frascos de 500 mL contendo 250 g de 

grãos, visando o aumento da escala de cultivo. Os fatores avaliados e os 

respectivos níveis de variação (- , -1, 0, +1 e + ) estão apresentados na 

Tabela 3.4. 

 
Tabela 3.4 - Fatores independentes do planejamento composto central rotacional 

e os respectivos níveis de variação para o estudo de suas influências na 

produção do polissacarídeo de Agaricus subrufescens. 

Fatores Níveis de variação dos fatores 

-  -1 0 +1 +  

A) Inoculante inicial (%) 4,4 6 10 14 15,6 

B) Temperatura de incubação (ºC) 21,8 23 26 29 30,2 
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3.2.7 Métodos analíticos 

 

Para avaliar o teor de umidade do substrato de cultivo foram 

retiradas amostras de 10 g em dois pontos diferentes do frasco e 

desidratadas a 60 °C, até peso constante. O teor de umidade foi 

calculado pela diferença de massa úmida em relação à seca. 

Para avaliar o pH foram utilizadas amostras úmidas de 10 g, 

adicionado 50 mL de água destilada e agitadas por 30 min. As amostras 

foram centrifugadas durante 10 min a 1100 g e o sobrenadante coletado 

para a verificação do pH. 

Para a quantificação do polissacarídeo foi utilizado o método de 

extração padronizado a partir do conhecimento do polissacarídeo de 

maior massa molar no micélio de A. subrufescens (310 g.mol
-1

). Em 10 

g de amostra seca e triturada foram adicionados 100 mL de água 

destilada. As amostras foram submetidas à autoclavagem durante 45 

min, centrifugadas e o sobrenadante foi coletado. A enzima -amilase 

AMG 200L (Novozyme, Brasil), na concentração de 1 % (V:V), foi 

adicionada para purificação da amostra, a qual foi levada a banho-maria 

a 55 ºC durante 30 min, em pH 4,5. Posteriormente, a amostra foi 

resfriada e centrifugada durante 10 min a 11000 g, coletando-se o 

sobrenadante. Essa etapa foi repetida três vezes para hidrolisar os 

compostos amiláceos que interferiam na determinação quantitativa do 

polissacarídeo fúngico.  

As amostras foram diluídas na proporção de 1:3 (V:V) e a 

concentração (mg.mL
-1

) dos polissacarídeos foi determinada por CLAE-

IR utilizando alíquotas de 20 μL. O cromatógrafo Perkin Elmer series 

200 foi equipado com coluna de gel permeação TSK Gel 5000 PW (7,8 

× 300 mm Ø, Tosoh Corporation, Japão) e pré-coluna (5 x 75 mm Ø, 

Tosoh Corporation, Japão). As amostras foram eluídas com fase móvel 

de solução de NaOCH3 0,003 M (HENGXIANG et al., 2008), com 

velocidade de fluxo de 1,0 mL.min
-1

, monitorado com detector de Índice 

de Refração Perkin Elmer series 200a, e detector de UV a 280 nm.  

O polissacarídeo utilizado como padrão foi obtido do micélio em 

grão colonizado durante 45 dias, e hidrólise enzimática do amido como 

descrito para as amostras. O padrão foi separado por membrana de 

microfiltração 0,22 µm, dialisado em água destilada durante três dias e 
liofilizado. Para testar a pureza do padrão foram utilizadas as enzimas 

proteinase K (Sigma, EUA) e tripsina (Sigma, EUA), nas respectivas 

soluções tampão e pH. 

Para a elaboração da curva analítica foram utilizadas 

concentrações de 0,187 a 3,00 mg.mL
-1

 de padrão purificado, 
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considerando a média da área de três repetições. Para validação do 

método cromatográfico foram analisadas a linearidade, a precisão e a 

exatidão (UNITED STATES FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION, 2001) para o polissacarídeo padrão. 

O polissacarídeo padrão foi analisado quanto a sua massa molar 

por CLAE-IR, conforme a metodologia apresentada na Seção 5.2.6 do 

Capítulo 5. Para a análise da estrutura por Ressonância Magnética 

Nuclear de Carbono
13

 foram utilizados 60 mg do polissacarídeo 

liofilizado em 200 L de água deuterada (D2O). A análise foi realizada 

em um equipamento marca VARIAN, modelo UNIt-Plus, 9.4 Tesla 

(100,582 MHz para frequência do 13C), em uma sonda de 10 mm de 

diâmetro. A análise foi realizada no Laboratório de Ressonância 

Magnética Nuclear, UFSCAR. 

Também foi realizada análise química elementar por microscopia 

eletrônica de varredura com sistema de espectrometria por dispersão de 

energia de raio-X (MEV-EDS), utilizando o equipamento JEOL JSM-

6390L no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica, UFSC. O 

polissacarídeo foi preparado para a análise pelo recobrimento com uma 

camada fina de ouro. 

 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 Análise dos polissacarídeos de Agaricus subrufescens 

produzidos em substrato sólido 
 

O espectro de RMN de 
13

C do polissacarídeo padrão de A. 

subrufescens (Figura 3.1) foi comparado com outro espectro 

anteriormente publicado (MIZUNO et al., 1999). O espectro apresentou 

quatro principais sinais de carbonos anoméricos: C-1 em 105,1 ppm e 

101,9 ppm, atribuídos as configurações anoméricas β, correspondentes a 

β-manopiranosil da cadeia principal e β-glicosil dos resíduos, 

respectivamente. Os sinais em 98,1 e 94,3 ppm sugerem seus 

correspondentes C-1 dos grupos finais redutores. Os sinais para os 

carbonos do monômero com ligação β-(1 2)- foram C2 (78,2), C3 

(73,7), C4 (71,8), C5 (77,9) e C6 (62,9). Os sinais para β-(1 3)- podem 
ser relacionados com C2 (75,0), C3 (86,6), C4 (71,9), C5 (76,3) e C6 

(62,9). Esse resultado sugere a estrutura de glucomananas com cadeia 

principal β-(1 2)-mananas e ramificações -(1 3)-glucanas. Essa 

estrutura encontrada para o polissacarídeo extraído da biomassa de A. 
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subrufescens cultivado em FES foi similar ao polissacarídeo obtido da 

biomassa cultivada em meio líquido (MIZUNO et al., 1999). 

 

 
Figura 3.1 - Espectro de RMN-

13
C do polissacarídeo padrão de Agaricus 

subrufescens obtido no cultivo em FES. 
 

A análise química elementar por MEV-EDX para o 

polissacarídeo padrão observado na imagem da Figura 3.2A, apresentou 

os constituintes: carbono (C-65,96 %), oxigênio (O-31,55 %), fósforo 

(P-0,29 %) e cálcio (Ca-2,20 %), nas respectivas porcentagens dos 

átomos. A proporção desses constituintes pode ser visualizada no 

espectro de dispersão de energia de raios-X (Figura 3.2B). Essa técnica 

instrumental revelou cristais amorfos do polissacarídeo liofilizado, 

indicando também elevada pureza pela presença de maiores proporções 

de carbono e oxigênio. Porém, a técnica não detecta elementos químicos 

com número atômico menor do que 11, como o nitrogênio e o 

hidrogênio (SOARES; SARON, 2010). 
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Figura 3.2 – Imagem das glucomananas por MEV com voltagem de aceleração 

de 15 kV e magnificação 1000x (A) e espectro de dispersão de energia de raios-

X mostrando os picos de radiação dos elementos (B) conforme a incidência de 

energia (keV). 

 

A cromatografia de gel permeação com detector de IR dos 

extratos obtidos do micélio apresentou um polissacarídeo de massa 

molar de 310 g.mol
-1

, com volume de eluição de aproximadamente 8,5 

mL. Adicionalmente, foram detectadas as frações de massa molar de 25 

g.mol
-1

 (10,6 mL) e 6 g.mol
-1

 (11,8 mL), removidas pela α-amilase, 

sugerindo a presença de amido no extrato. Essas frações foram 

hidrolisadas, pois a maior delas interferia na quantificação do 

A 

B 
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polissacarídeo de maior massa molar presente nas amostras. Os resíduos 

dos hidrolisados foram detectados com volume de eluição de 12,4 mL e 

uma fração de massa molar 21 g.mol
-1

 (10,7 mL) pôde ser visualizada 

após a hidrólise. O polissacarídeo utilizado como padrão apresentou um 

único pico simétrico (310 g.mol
-1

), sugerindo que o polímero é 

homogêneo, como pode ser observado na Figura 3.3. Quando foram 

utilizadas as enzimas para hidrólise protéica, como a proteinase K e a 

tripsina, esse pico não diminuiu significativamente sua área, 

confirmando a presença de um polissacarídeo com baixo teor de 

proteína (MIZUNO et al., 1999), também visualizada com o detector de 

UV a 280 nm. Esse detector também foi utilizado para verificar se os 

resultados tinham correlação com aqueles obtidos com o IR, sem obter 

sucesso. 

 

 
Figura 3.3 - Cromatogramas de CLAE-IR do extrato bruto antes da purificação 

do polissacarídeo de Agaricus subrufescens (a), polissacarídeos de amostras 

tratadas com -amilase (b) e polissacarídeo purificado de massa molar 310 

g.mol
-1

 (c). Velocidade de fluxo de 1mL.min
-1

. 

 

A análise da cromatografia de gel permeação permitiu que o 

polissacarídeo e seus produtos de degradação fossem determinados 

simultaneamente. A curva analítica da média das áreas relacionadas às 

concentrações entre 0,187 e 3 mg.mL
-1

 foi linear com equação de 

regressão y = 39096x+1895,8 e R
2
=0,9997 (Figura 1B, APÊNDICE B). 

A precisão para os valores de área intra e inter-dia, apresentou máximo 

coeficiente de variação de 1,64 % (intra) e 5,17 % (inter), para as três 

concentrações do polissacarídeo padrão (Tabela 1B, APÊNDICE B). 

A exatidão variou entre 87,00 e 113,07 %, com média de 

recuperação de 100 % e desvio padrão de 8,16 % (Tabela 2B, 

APÊNDICE B). A análise das três amostras individuais resultou em um 
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coeficiente de variação máximo de 1,65 % (Tabela 3B, APÊNDICE B). 

O método desenvolvido para a quantificação dos polissacarídeos é 

simples, repetível e possibilita a comparação das amostras de A. 
subrufescens. 

A recuperação da biomassa do substrato sólido é um problema 

para os estudos de cinética de crescimento em FES (SINGHANIA et al., 

2009). Muitos métodos indiretos vêm sendo utilizados com esse 

propósito, como a determinação da glucosamina, ergosterol e proteína 

(OOIJKAAS; TRAMPER; BUITELAAR, 1998). Todas essas técnicas, 

no entanto, estão sujeitas a limitações. O objetivo neste trabalho foi 

enriquecer o substrato sólido com o polissacarídeo fúngico bioativo. 

Porém, esse método de quantificação do polissacarídeo poderia ser 

padronizado para estimar a biomassa fúngica em substratos sólidos. 

 

 

3.3.2 Seleção de fatores ambientais determinantes que influenciam 

na produção de polissacarídeos 

 

Os resultados dos planejamentos experimentais para a seleção de 

fatores que condicionam o cultivo de A. subrufescens em grãos de trigo, 

para a produção de glucomananas, são mostrados nas Tabelas 3.5 e 3.6. 

Os resultados da mensuração visual da biomassa foram utilizados para 

ajustar o método de análise da concentração do polissacarídeo, sendo 

que esse é parte integral da parede celular do fungo. As umidades dos 

grãos de trigo, dependente do método de preparo, também estão 

apresentadas nas Tabelas 3.5 e 3.6. 

Foi utilizado um planejamento experimental fracionário 2
7-4

, que 

corresponde a 1:16 do planejamento completo 2
7
, apresentando 2

3
 

observações independentes que são as respostas dos 8 experimentos, 

com todas as possíveis interações entre os fatores. 
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Tabela 3.5 – Resultados do planejamento experimental fatorial fracionário 

saturado 2
7-4

 para umidade e glucomananas, considerando os fatores volume de 

água de cozimento (A), quantidade de carbonato de cálcio (B), tempo de 

cozimento (C), tempo de molho após o cozimento (D), tempo de descanso após 

cozimento (E), tempo de autoclavagem (F) e inóculo inicial (G).  

Experi 

Mento 

Fatores Respostas 

A B C D E F G Umi 

dade 

(%) 

Glucoma 

nana 

(mg.mL-1) 

Biomassa

(intensida

de)* 

1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 38,6 3,95 ++ 

2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 35,9 3,00 + 

3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 35,2 3,60 + 
4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 39,8 4,15 ++ 

5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 43,8 6,70 +++ 

6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 33,2 3,77 + 
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 37,4 4,51 ++ 

8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 43,0 7,51 +++ 

*graus de produção de biomassa – avaliação visual: (+++) alta colonização, 

(++) média colonização, (+) baixa colonização  

 

Para a resposta da concentração de glucomananas foi realizado o 

cálculo dos contrastes aplicando os sinais do fator desejado à coluna de 

respostas e dividindo por quatro, apresentados na Tabela 4B 

(APÊNDICE B). Para isolar os efeitos dos fatores e suas interações foi 

realizado o experimento espelho do primeiro planejamento para 

discernir os efeitos associados a esses fatores (Tabela 3.6).  

 
Tabela 3.6 – Resultados do planejamento experimental fatorial fracionário 

saturado espelho 2
7-4

 para a umidade e glucomanas, considerando os fatores 

volume de água de cozimento (A), quantidade de carbonato de cálcio (B), 

tempo de cozimento (C), tempo de molho após o cozimento (D), tempo de 

descanso após cozimento (E), tempo de autoclavagem (F) e inóculo inicial (G). 
Experimento 

Espelho 
Fatores Respostas 

A B C D E F G Umidade 

(%) 

Glucomanana 

(mg.mL-1) 

Biomassa* 

(intensidade) 

1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 38,1 5,91 ++ 
2 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 42,1 6,25 +++ 

3 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 43,1 6,91 +++ 

4 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 38,3 4,56 ++ 
5 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 33,8 3,39 + 

6 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1 38,3 4,17 ++ 

7 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 40,7 5,46 ++ 
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 32,5 3,76 + 

*graus de produção de biomassa – avaliação visual: (+++) alta colonização, 

(++) média colonização, (+) baixa colonização  
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Pelos resultados do primeiro experimento (Tabela 3.5) e cálculo 

dos contrastes, pode-se observar que os fatores A, B, C, D e G foram 

significativos para aumentar a concentração de glucomananas. 

Entretanto, essa interpretação não é única sendo necessário isolar os 

efeitos e suas interações, por meio dos resultados do experimento 

espelho (Tabela 3.6), cálculo dos contrastes e análise dos dois 

planejamentos conjuntamente também apresentados na Tabela 4B 

(APÊNDICE B). 

Observamos que os fatores B, C, D, G e as interações entre eles, 

realmente foram significativos, discernindo os efeitos principais dos 

efeitos de 2
a
 ordem. Ou seja, a quantidade de carbonato de cálcio, o 

tempo de cozimento e de molho após o cozimento, como também a 

quantidade de inóculo inicial foram importantes para a concentração de 

glucomanana e para o delineamento dos experimentos subsequentes.  

Porém, não foi possível realizar os cálculos para o teor de 

umidade devido ao fator G, referente ao inóculo inicial, não ter sido 

incluído para a análise, incorrendo num erro experimental. No entanto, 

podemos observar nas Tabelas 3.5 e 3.6 que as maiores concentrações 

de glucomananas ocorreram com os teores de umidade dos grãos entre 

42,1 e 43,8 %. 

 

 

3.3.3 Umidade ótima dos grãos para obtenção de polissacarídeos 

 

O tempo de cozimento e o tempo de molho dos grãos de trigo 

após o cozimento estudados por um DCCR para os resultados de teor de 

umidade nos grãos de trigo e concentração de glucomanana na biomassa 

são apresentados na Tabela 3.7. 
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Tabela 3.7 – Resultados do planejamento composto central rotacional e os 

respectivos níveis de variação do tempo de cozimento e tempo de molho após o 

cozimento para o estudo de suas influências no teor de umidade dos grãos e 

concentração de glucomananas de Agaricus subrufescens. 

Experimento Cozimento 

(min) 

Molho 

(min) 

Umidade 

(%) 

Glucomanana 

(mg.mL
-1

) 

1 10 10 38,2 5,07 

2 30 10 45,9 5,19 

3 10 30 44,3 5,36 

4 30 30 50,0 5,12 

5 6 20 38,5 4,82 

6 34 20 52,8 4,94 

7 20 6 38,9 4,52 

8 20 34 44,5 6,65 

9 20 20 45,6 6,12 

10 20 20 45,4 6,45 

11 20 20 45,5 6,39 

12 10 10 38,0 4,91 

13 30 10 45,7 5,26 

14 10 30 44,2 5,52 

15 30 30 50,0 4,92 

16 6 20 38,5 4,64 

17 34 20 50,2 5,16 

18 20 6 38,9 4,48 

19 20 34 44,5 6,28 

20 20 20 45,5 6,27 

21 20 20 45,4 6,43 

22 20 20 45,5 6,30 

 

Para o teor de umidade dos grãos podemos observar no gráfico de 

pareto (Figura 3.4A) que os fatores tempo de cozimento (L), molho após 

o cozimento (L), a interação entre eles e o tempo de molho (Q) são 

significativos. O modelo é representativo, pois o R
2
 é igual a 0,95. Os 

tempos de cozimento (L) e de molho (L) influem positivamente sobre o 

teor de umidade, porém o tempo de molho (Q) influi negativamente 

sobre essa resposta.  
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0,4867209

-2,6753

-10,344

17,73526

30,85877

p=0,05

Efeito estimado (valor absoluto)

cozimento (min)(Q)

1L e 2L

molho (min)(Q)

(2)molho (min)(L)

(1)cozimento (min)(L)
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Figura 3.4 – Gráfico de pareto (A) para os fatores significativos p < 0,05 para a 

resposta teor de umidade dos grãos e curva de contorno (B) correspondente a 

superfície de resposta gerada pelo modelo quadrático em função do tempo de 

cozimento e tempo de molho dos grãos de trigo. 

 

A relação funcional entre os fatores para a resposta do teor de 

umidade obtidos no delineamento composto central rotacional pode ser 

observada na Tabela 5B (APÊNDICE B) para o modelo quadrático. 

Todos os fatores, exceto o tempo de cozimento (Q), apresentaram 

coeficientes significativos para p < 0,05. As Equações (3.1 e 3.2) 

representam o modelo completo e simplificado, respectivamente.  

A 

B 
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21
2
221 **0048,0*016,0*0,97*46,080,24 XXXXXy  

 

A curva de contorno representa o modelo na Figura 3.4B. Essa 

figura é bastante elucidativa e podemos observar que quanto maior o 

tempo de cozimento, maior o teor de umidade dos grãos. Já o molho 

após o cozimento é importante para a umidade, porém, permite uma 

variabilidade maior do tempo do molho entre 15 e 30 min para se obter 

maiores teores de umidade. 

O modelo quadrático, validado por meio da ANOVA, pode ser 

observado na Tabela 6B, do APÊNDICE B. O modelo quadrático 

explicou melhor os resultados do que o modelo linear (dados não 

apresentados). A porcentagem de variação explicada passou de 86,73 % 

no modelo linear para 95,50 % no modelo quadrático, com índices de 

99,10 % de máxima variação explicável. 

Para a concentração de glucomananas, pode ser observado no 

gráfico de pareto (Figura 3.5A), que o tempo de cozimento (Q), o molho 

após o cozimento (L) e (Q) e a interação entre esses fatores são 

significativos. O tempo de molho (L) influi positivamente sobre o teor 

de glucomananas, porém os tempos de cozimento (Q) e de molho (Q) 

influem negativamente sobre essa resposta.  

 

 

 

 

 

(3.1) 

 (3.2) 

 

21
2
2

2
121 **0048,0*016,0*0007,0*0,97*46,080,24 XXXXXXy

(3.2) 

(3.1) 
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Figura 3.5 – Gráfico de pareto (A) para os fatores significativos p < 0,05 para a 

resposta glucomananas e curva de contorno (B) correspondente a superfície de 

resposta gerada pelo modelo quadrático em função do tempo de cozimento e 

tempo de molho dos grãos de trigo. 

 

Os coeficientes de regressão de todos os fatores (Q) e (L), exceto 

a média, são significativos para p < 0,05 (Tabela 7B, APÊNDICE B). A 

curva de contorno resultante da equação do modelo quadrático indica 

que o ponto ótimo para a produção de glucomananas está no cultivo em 

grãos preparados com o período próximo de 20 min de cozimento e 25 

min de molho após o cozimento (Figura 3.5B). 

B 

A 
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A equação no item (3.3) representa o modelo completo e o item 

(3.4) o modelo simplificado. 

 

21
2
2

2
121 **0016,0*004,0*007,0*24,0*33,020,0 XXXXXXy  

21
2
2

2
121 **0016,0*004,0*007,0*24,0*33,0 XXXXXXy

 

A análise de variância para a resposta concentração de 

glucomananas, observada na Tabela 8B (APÊNDICE B), indica que a 

regressão é significativa. A porcentagem de variação explicada passou 

de 25,85 % no modelo linear para 84,14 % no modelo quadrático, com 

índices de 98,10 % de máxima variação explicável. 

A quantidade de água na FES deve ser suficiente para o 

crescimento do fungo e permitir a difusão de solutos, gás e nutrientes 

(GERVAIS; MOLIN, 2003). Os resultados de tempo de cozimento e 

molho após o cozimento tiveram efeito positivo sobre a umidade do 

grão de trigo, com teor máximo de 52,8%, obtido com 34 min de 

cozimento seguido de um período de 20 min de molho. 

Maiores teores de umidade aumentaram a produção de 

glucomananas, no entanto a maior produção do polissacarídeo não foi 

obtida com o maior teor de umidade. Os grãos com umidade superior a 

50 % tiveram sua parede celular rompida, ou seja, a integridade do grão 

foi prejudicada diminuindo a produção das glucomananas. Também com 

o rompimento dos grãos o amido é liberado e pode aumentar os riscos 

de contaminações microbiológicas (OEI, 1996). Por outro lado, um teor 

de umidade maior significa que a massa seca do substrato dentro dos 

frascos é menor, e também que há menos espaços de ar dentro das 

partículas de substrato. Ohga (1990) demonstrou que espaços de ar 

saturados com altos teores de umidade podem diminuir a troca de gases 

do interior dos frascos para a superfície. 

Alternativamente, as superfícies de respostas da umidade e 

produção das glucomananas foram sobrepostas, considerando a umidade 

entre 40,5 e 46,5 %. O valor previsto de máxima produção do 

polissacarídeo (6,65 mg.mL
-1

) pode ser observado utilizando o período 

de 21 min de cozimento e 24 min de molho dos grãos de trigo (Figura 

3.6).  
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Figura 3.6 – Sobreposição das superfícies de resposta para as respostas do teor 

de umidade e concentração de glucomananas, considerando a umidade entre 

40,5 e 46,5 %. 

 

 

3.3.4 pH ótimo para obtenção de polissacarídeos 

 

A porcentagem de gesso e calcita adicionada aos grãos de trigo, 

após o cozimento, foram estudados por um delineamento com pontos 

centrais para as respostas pH e concentração das glucomananas. Os 

resultados estão apresentados na Tabela 3.8. 
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Tabela 3.8 – Resultados do planejamento experimental com pontos centrais e 

seus respectivos níveis para o estudo de suas influências no pH e concentração 

de glucomananas. 

 

Os efeitos estimados dos fatores calcita e gesso são significativos 

sobre a resposta pH, e o gráfico de pareto da Figura 3.7A representa 

claramente esses fatores para p < 0,05. A calcita influiu positivamente e 

o gesso negativamente sobre o pH, ou seja, o pH aumentou quanto 

maior a quantidade de calcita e diminuiu conforme maior foi a 

quantidade de gesso (Figura 3.7B).  

 

 

 

 

 

Experimento Gesso 

(p/p, %) 

Calcita 

(p/p, %) 

pH Glucomanana 

( mg.mL
-1

) 

1 0,0 0,0 6,41 6,27 

2 3,0 0,0 5,82 5,47 

3 0,0 1,0 7,30 5,31 

4 3,0 1,0 6,80 5,16 

5 1,5 0,5 6,50 5,75 

6 1,5 0,5 6,52 5,68 

7 1,5 0,5 6,54 5,83 

8 0,0 0,0 6,40 6,11 

9 3,0 0,0 5,80 5,60 

10 0,0 1,0 7,30 5,26 

11 3,0 1,0 6,80 5,11 

12 1,5 0,5 6,50 5,60 

13 1,5 0,5 6,52 5,72 

14 1,5 0,5 6,54 5,50 
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Figura 3.7 – Gráfico de pareto (A) para os fatores significativos p < 0,05 para a 

resposta pH e curvas de contorno (B) correspondente a superfície de resposta 

gerada pelo modelo estatístico em função do gesso e calcita adicionados aos 

grãos de trigo. 

 

A adição de pontos centrais no experimento fatorial com dois 

níveis é capaz de produzir uma interação entre os fatores e representar 

alguma torção que possa haver no plano. Dependendo da curvatura 

desse plano é possível propor um modelo quadrático. Como podemos 

observar na ANOVA (Tabela 9B, APÊNDICE B) que a curvatura é 

significativa, e poderíamos propor um experimento DCCR para a 

resposta pH. Porém, a média calculada dos quatros experimentos nos 

A 
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pontos do planejamento fatorial (6,58) subtraído da média dos pontos 

centrais (6,52) é muito pequena, indicando que os pontos centrais estão 

próximos do plano passando através dos pontos do planejamento 

fatorial, não havendo curvatura quadrática. O termo de interação 

também não foi importante, conforme mostra a Figura 3.6B, uma vez 

que as linhas das curvas de nível estão paralelas. A equação no item 

(3.5) representa o modelo linear para o pH.  

 

 

 

Pela ANOVA podemos dizer que o modelo linear explica 99,42 

% da variância, conforme valor de R
2
. O gráfico da probabilidade 

normal, Figura 3.8A, permite afirmar que os resíduos obedecem à 

distribuição normal, e os valores previstos versus os valores observados 

confirmam que o modelo proposto descreve bem os dados 

experimentais, visto que os pontos caem próximos à linha reta (Figura 

3.8B).  
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Figura 3.8 - Gráfico da probabilidade normal (A) e dos valores previstos versus 

os valores observados (B) para o pH. 

 

Analisando a concentração de glucomananas, podemos observar 

no gráfico de pareto (Figura 3.9A) que os efeitos dos fatores gesso e 

calcita são significativos para p<0,05. Os dois fatores influem 

negativamente sobre o processo. Porém, a interação entre os fatores, e a 
curvatura quadrática não influem sobre a concentração do 

polissacarídeo. As curvas de nível paralelas confirmam que a curvatura 

não é importante, conforme pode ser observado na Figura 3.9B.   
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Figura 3.9 – Gráfico de pareto (A) para os fatores significativos p < 0,05 para a 

resposta concentração de glucanas e curvas de contorno (B) correspondente a 

superfície de resposta gerada pelo modelo linear em função do gesso e calcita 

adicionados aos grãos de trigo. 

 

A Equação (3.6) representa o modelo linear para a concentração 

de glucomananas. 

 

2121 **168,0*0,90*22,019,6 XXXXy  

 

O modelo linear explica 88,99 % da variância, conforme valor de 

R
2 

apresentado na Tabela 10B da ANOVA (APÊNDICE B). O gráfico 

(3.6) 
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da probabilidade normal, Figura 3.10A, permite afirmar que os resíduos 

obedecem à distribuição normal, e os valores previstos versus os valores 

observados confirmam que o modelo proposto descreve bem os dados 

experimentais, visto que os pontos caem próximos à linha reta (Figura 

3.10B). 

 

-0,25 -0,20 -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

resíduo

-3,0

-2,5

-2,0

-1,5

-1,0

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

v
a

lo
r 

e
s
p

e
ra

d
o

 d
a

 n
o

rm
a

l

,01

,05

,15

,35

,55

,75

,95

,99

 
 

4,8 5,0 5,2 5,4 5,6 5,8 6,0 6,2 6,4

valores observados

5,0

5,2

5,4

5,6

5,8

6,0

6,2

6,4

v
a

lo
re

s
 p

re
v
is

to
s

 
Figura 3.10 - Gráfico da probabilidade normal (A) e dos valores previstos 

versus os valores observados (B) para a concentração de glucomananas. 

 

Esse método identifica em que região o ponto ótimo se encontra, 

e seria necessário um segundo experimento em direção a um modelo de 

segunda ordem para a produção de glucomananas. Devido a tendência 
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de a região estar em baixos níveis de concentração de gesso e cal, com 

indicação de não utilização desses corretores de pH para a obtenção de 

um cultivo com maiores concentrações de glucomananas, não foi 

realizado a otimização desses fatores. 

A adição de sulfato de cálcio e carbonato de cálcio, diretamente 

sobre a superfície dos grãos, é uma prática comum na produção de 

inoculante em substratos sólidos (OEI, 1996; SCRASE, 1995). O cálcio 

também é utilizado para suplementar os substratos para cultivo de 

cogumelos (ROYSE; SANCHEZ-VAZQUEZ, 2003). Esses autores 

relataram que o CaCO3 regula o pH, mas que o CaSO4 não influenciaria 

sobre o pH dos substratos. Entretanto, os resultados obtidos demonstram 

que ambas fontes de cálcio controlam o pH, como também influem na 

produção de glucomananas. O CaSO4 diminui o pH, enquanto o CaCO3 

alcaliniza o substrato. No entanto, ambas as fontes de cálcio diminuem a 

produção de glucomananas. 

Grãos de trigo, sem adição das fontes de cálcio, apresentaram pH 

inicial de 6,4, valor próximo dos grãos suplementados com 1,5% CaSO4 

e 0,5% CaCO3 (pH 6,5). Melhores resultados de produção de 

glucomananas foram obtidos sem nenhuma suplementação, ou com 

adição de até 0,25% de CaCO3 ao substrato. Esse resultado foi 

encontrado quando as superfícies de respostas do pH e das 

glucomananas foram sobrepostas com valor máximo de pH 6,6 (Figura 

3.11).  
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Figura 3.11 – Sobreposição das superfícies de resposta para o pH e 

concentração de glucomananas, considerando o pH entre 5,8 e 6,6. 
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A adição de CaCO3 em baixas concentrações é importante para 

manter a estrutura física do substrato (OEI, 1996), e também para a 

regulação do crescimento apical do micélio e formação das ramificações 

das hifas, promovida pelos íons cálcio (GADD, 1995). 

 

 

3.3.5 Temperatura de incubação ótima e quantidade de inóculo 

inicial para o aumento da escala de produção de polissacarídeos 
 

Para apurar a concentração de glucomananas foram avaliadas a 

temperatura de incubação e a quantidade de inóculo inicial (grãos 

previamente colonizados por A. subrufescens), visando o aumento da 

escala de cultivo por meio de um DCCR. Podemos observar na Tabela 

3.9 os resultados dessa concentração nos diferentes níveis dos fatores. 

 
Tabela 3.9 - Resultados do planejamento composto central rotacional e os 

respectivos níveis de variação para o estudo de suas influências na concentração 

de glucomananas de Agaricus subrufescens. 

Experimento Temperatura 

(
o
C) 

Inóculo 

(%) 

Glucomananas 

(mg.mL
-1

) 

1 23,0 6,0 5,44 

2 29,0 6,0 6,14 

3 23,0 14,0 5,74 

4 29,0 14,0 6,38 

5 21,8 10,0 5,14 

6 30,2 10,0 6,26 

7 26,0 4,4 5,59 

8 26,0 15,6 6,00 

9 26,0 10,0 6,62 

10 26,0 10,0 6,80 

11 26,0 10,0 6,87 

12 23,0 6,0 5,22 

13 29,0 6,0 6,00 

14 23,0 14,0 5,64 

15 29,0 14,0 6,03 

16 21,8 10,0 5,66 

17 30,2 10,0 6,77 

18 26,0 4,4 5,69 

19 26,0 15,6 5,89 

20 26,0 10,0 6,70 

21 26,0 10,0 6,67 

22 26,0 10,0 7,26 
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Os efeitos da temperatura de incubação (Q) e quantidade de 

inóculo inicial (Q) e (L), a interação entre eles e a média são 

significativos (p < 0,05) para a produção das glucomananas. Os efeitos 

(Q) influem negativamente e os (L) influem positivamente sobre a 

concentração do polissacarídeo. Resultados são observados no gráfico 

de pareto da Figura 3.12A. 
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Figura 3.12 – Gráfico de pareto (A) para os fatores significativos p < 0,05 para a 

resposta concentração de glucomananas e curvas de contorno (B) 

correspondente a superfície de resposta gerada pelo modelo quadrático em 

função da quantidade de inóculo inicial e temperatura de incubação. 
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A correlação entre os fatores pode ser observada na curva de 

contorno gerada pelo modelo quadrático para a concentração de 

glucomananas (Figura 3.12B). Melhores resultados foram obtidos 

próximos dos pontos experimentais centrais. As Equações (3.7 e 3.8) 

representam o modelo completo e o simplificado, respectivamente. 
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2
121 *003,0*049,0*0,81*75,265,34 XXXXy  

 

A validação desse modelo quadrático pela ANOVA pode ser 

observada na Tabela 5B (APÊNDICE B). A regressão é significativa, a 

falta de ajuste do modelo quadrático é significativa, porém o modelo 

quadrático explica melhor os resultados do que o modelo linear (dados 

não apresentados). A porcentagem de variação explicada é 91,72 % no 

modelo quadrático, com índices de 92,13 % de máxima variação 

explicável, com o R
2
=0,91. 

É possível verificar que uma maior concentração de 

glucomananas foi obtida para a temperatura de incubação de 26 °C e 10 

% de inóculo inicial, ou seja, com adição de 25 g de grãos colonizados 

pelo fungo em frascos de 250 g de grãos. A superfície de resposta, 

Figura 3.12B, permite visualizar que o rendimento é mais sensível a 

mudanças na temperatura do que na quantidade de inóculo inicial. A 

otimização da produção de glucomananas seria com 10,3 % de inóculo 

inicial e temperatura de 27,2 °C. Nessa condição, o valor previsto foi 

6,89 mg. mL
-1

 de glucomananas, a máxima produção observada. Essa 

temperatura foi próxima da encontrada por Lin e Yang (2006) para um 

máximo rendimento de biomassa de A. subrufescens em FSm. Para 

esses autores, a quantidade do inóculo inicial também foi importante, 

afetando a fisiologia e crescimento do fungo. No entanto, essa 

temperatura é inferior a encontrada para o cultivo submerso (30,2 °C). 

Os experimentos foram realizados em grãos de trigo com teor de 

umidade próximo do ideal (45,5 %) para a produção do polissacarídeo. 

O conteúdo adequado de umidade é importante devido à transferência de 

massa da água entre o tecido do fungo e o substrato, e sua relação com 

outros parâmetros como temperatura e aeração (GERVAIS; MOLIN, 

2003). A condição estática adotada nos experimentos, sem aeração 

forçada, é um ponto crítico para a definição da quantidade de inóculo 

inicial, que deve permitir uma rápida colonização dos grãos, e propiciar 

quantidade suficiente de oxigênio (metabolismo aeróbico), além de 

(3.7) 

(3.8) 

 (3.7) 

(3.8) 
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prevenir a saturação com CO2. 

A respiração do fungo também produz água, com o fenômeno de 

evaporação endotérmica que gera a dissipação do calor (GERVAIS; 

MOLIN, 2003). Uma grande limitação do sistema de FES é a 

dificuldade de remoção desse calor, devido essencialmente a baixa 

condutividade térmica do estado sólido. No entanto, a passagem de ar 

forçado entre as partículas do substrato é utilizada para o controle de 

temperatura (RAGHAVARAO; RANGANATHAN; KARANTH, 

2003). Temperaturas de incubação de A. subrufescens na FES em 

condições estáticas devem ser inferiores daquelas encontradas para a 

FSm, como mostrado no próximo capítulo. A quantidade de grãos 

utilizada inicialmente (100 g) e para o aumento da escala de produção 

(250 g) é baixa e a temperatura pode ser mais facilmente controlada, 

permitindo a determinação precisa da temperatura ótima de incubação. 

 

 

3.3.6 Condições para o cultivo de Agaricus subrufescens no estado 

sólido a base de grãos de trigo para produção de polissacarídeos 

 

Polissacarídeos de A. subrufescens em FES podem ser 

consumidos como parte integral da biomassa, para a elaboração de 

alimentos funcionais. O polissacarídeo encontrado nesse processo foi 

identificado como glucomanana. A recuperação e purificação do 

polissacarídeo na FES, no entanto, são mais dispendiosas, e a utilização 

dessa biomassa na área de alimentos propõe uma redução nos custos 

(COUTO; SANROMÁN, 2006), aliado ao incremento dos grãos com 

esse polissacarídeo bioativo (MIZUNO et al., 1999).  

Grãos de trigo integral são importante fonte de amido solúvel e 

outros polissacarídeos, além de proteínas e lipídeos (VAN der 

BORGHT et al., 2005), fornecendo nutrientes essenciais para o 

desenvolvimento de A. subrufescens nesse substrato. Para a realização 

da FES devem ser selecionados grãos de qualidade, orgânico e isento de 

fungos que produzem micotoxinas como Penicillium spp. e Aspergillus 

spp. (ROIGÉ et al., 2009). 

Para a elaboração da FES para a produção de glucomanana é 

importante o tempo de cozimento e molho após o cozimento dos grãos 

de trigo, e consequentemente o teor de umidade, assim como o pH desse 

substrato. Também entre os fatores importantes estão a temperatura de 

incubação e quantidade inicial de inoculante. O tempo de cozimento de 

21 min seguido de 24 min de molho após o cozimento dos grãos de trigo 

(umidade de 46,5 %) demonstrou ser ótimo para a produção das 
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glucomananas pelo fungo. A adição de CaSO4 (até 3 %) e CaCO3 (até 1 

%) teve uma importante influência no pH do substrato. Porém, melhores 

resultados foram obtidos para a concentração de glucomanana quando o 

substrato não foi suplementado com cálcio, ou com adição máxima de 

0,25 % CaCO3 (pH 6,6). A quantidade inicial de inoculante necessária 

para a melhor produção de glucomananas (6,89 mg.mL
-1

) foi 

aproximadamente 10,3 %, enquanto a temperatura ótima de incubação 

foi 27,2 °C. 
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CAPÍTULO IV 

CULTIVO DE Agaricus subrufescens 

EM FERMENTAÇÃO SUBMERSA 

UTILIZANDO HIDROLISADOS DE 

RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 
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4 CULTIVO DE Agaricus subrufescens EM FERMENTAÇÃO 

SUBMERSA UTILIZANDO HIDROLISADOS DE RESÍDUOS 

AGROINDUSTRIAIS  
 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

A fermentação submersa (FSm) é uma área que tem se 

desenvolvido nas últimas décadas, possibilitando um maior controle do 

processo, menor risco de contaminação, e obtenção de micélio com 

maior pureza, já que a biomassa é facilmente separada do meio de 

cultivo e os polissacarídeos isolados. Além disso, é possível recuperar 

os polissacarídeos secretados pelo fungo no meio de cultura durante o 

seu desenvolvimento, aumentando o rendimento do processo.  

Na FSm de microrganismos, os principais fatores que afetam o 

processo são a disponibilidade de carbono, tais como açúcares e outros 

carboidratos, fontes orgânicas e inorgânicas de nitrogênio, íons 

inorgânicos como fosfato, magnésio, ferro, cobre, manganês e zinco que 

são necessários para o crescimento; fatores físicos como temperatura, 

pH e o oxigênio em quantidade suficiente para o desenvolvimento da 

biomassa, favorecendo a obtenção do polissacarídeo da parede celular 

(CRUEGER; CRUEGER, 1990; GAO; GU, 2007). 

Os meios de cultura quimicamente definidos são utilizados em 

pesquisas de laboratório, porém em escala industrial, por razões 

econômicas, são utilizados substratos complexos de composição 

variável, subprodutos de outras indústrias. Esses substratos devem ser 

adaptados para o cultivo por meio de processos de extração, 

suplementação e balanceamento da composição do meio visando 

aumentar o rendimento da produção do microrganismo selecionado, 

utilizando experimentos de triagem previamente ao cultivo em 

biorreatores (CRUEGER; CRUEGER, 1990).  

Castilho et al. (2000) calcularam que o custo do meio de cultura 

na FSm foi cinco vezes maior em relação ao substrato sólido na FES 

para a produção da enzima lipase obtido no cultivo de Penicillium 

restrictum. A fim de diminuir os custos com o substrato líquido no 

cultivo de microrganismos para produção de seus metabólitos podem ser 

utilizados hidrolisados de resíduos agroindustriais tais como palha de 

arroz (MUSSATO; ROBERTO, 2004b), bagaço de cana (PANDEY et 

al., 2000), resíduo da cervejaria (MUSSATO; ROBERTO, 2006) e 

farelo de trigo (DOBREV et al., 2007). O aproveitamento desses 

resíduos minimiza a sua disposição em aterros, contribuindo para a 

preservação do meio ambiente. 
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O resíduo da cervejaria é um subproduto gerado no processo de 

fermentação, insolúvel em água e que representa 85 % do total de 

resíduos do processo, ou seja, aproximadamente 20 Kg.hL
-1

 de cerveja 

produzida (VALVERDE, 1994). Esse resíduo é uma fonte rica de 

carbono, pois a sua composição contém em media 17 % de celulose, 28 

% de polissacarídeos não-celulósicos, principalmente arabinoxilanas, e 

28 % de lignina (MUSSATO; ROBERTO, 2006). 

Por outro lado, com o processamento do trigo para obtenção da 

farinha é gerado o farelo de trigo, um subproduto que compõe 15-20 % 

do peso do grão. O farelo de trigo contém 38 % de 

glucoronoarabinoxilanas, 16 % de celulose, 6,6 % de lignina, 25 % de 

proteínas e ainda pequena quantidade de (1 3)-(1 4)-β-glucanas e 

arabinoxilanas (DOBREV et al., 2007). 

A hidrólise do resíduo de cervejaria, assim como do farelo de 

trigo, pode liberar xilose, arabinose e glicose, mas também compostos 

tóxicos para os microrganismos como o hidroximetilfurfural, furfural, 

ácido acético e compostos fenólicos, resultantes da degradação de 

hexoses, pentoses, grupos acetil da hemicelulose e lignina, 

respectivamente (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2005; 

PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000a). 

Para contornar os problemas de toxicidade dos hidrolisados, 

vários procedimentos têm sido utilizados, incluindo a precipitação de 

impurezas com a variação de pH, adsorção em carvão ativo, resinas de 

troca iônica, entre outros (CHANDEL et al., 2007; MUSSATO; 

ROBERTO, 2004a; PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000b). 

Dentre esses procedimentos, destaca-se o uso de carvão ativo, que vem 

sendo amplamente utilizado em processos de detoxificação para 

produção de xilitol (MUSSATO; ROBERTO, 2001, 2004b). 

Agaricus subrufescens foi cultivado em substrato líquido obtido 

pela hidrólise dos resíduos agroindustriais como o farelo de trigo (FT) e 

o resíduo da cervejaria (RC). A concentração do ácido HCl, o tempo de 

hidrólise dos resíduos e a suplementação do meio líquido foram os 

fatores analisados em relação ao seu conteúdo de carbono, produção da 

biomassa, e a bioconversão dos substratos. 

 

 
4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Inóculo de cultivo 
 

O fungo da espécie A. subrufescens utilizado neste experimento 
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está depositado na coleção de fungos do Laboratório de Bioprocessos, 

do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, da Universidade 

Federal de Santa Catarina, sob código UFSC 51. Um exemplar da 

espécie está depositado no herbarium FLOR, sob código FLOR 11.797. 

Para a inoculação do substrato líquido, o inóculo proveniente de 

meio de cultura sólido (BDA) em placas de petri colonizado por A. 
subrufescens foi fragmentado em 50 mL de solução de NaCl (8 g.L

-1
) 

com adição de carvão ativo (2 g.L
-1

). A fragmentação foi realizada em 

liquidificador, previamente esterilizado, a 3600 rpm durante 20 

segundos. Frascos contendo 20 mL de substrato foram inoculados com 5 

mL da suspensão miceliana. 

Para a realização das análises estatísticas foi utilizado o programa 

STATISTICA 6.0. 

 

 

4.2.2 Resíduos agroindustriais  
 

Para preparação de meios de cultura líquidos foram utilizados 

farelo de trigo (FT), adquirido no mercado local, e resíduo da cervejaria 

(RC), doado pela Opabier Choperia
1
. Os resíduos foram desidratados a 

60 ºC, até peso constante, e armazenados a 8 ºC. 

 

 

4.2.3 Hidrólise dos resíduos 
 

Foram utilizados 7 g dos resíduos e colocados em tubos de vidro 

Pirex (25 cm x 20 mm Ø), com adição de 70 mL de solução de HCl com 

concentrações definidas nos experimentos a seguir. A hidrólise foi 

realizada em bloco de digestão a 100 ºC durante 30 min. 

Após o resfriamento, o material foi centrifugado a 1100 g durante 

10 min. O hidrolisado foi coletado, e distribuído em frações de 20 mL 

em erlenmeyers de 250 mL, com adição de 2 mL de solução de 

nutrientes e carvão ativo (2 g.L
-1

). O pH foi corrigido para 6 com NaOH 

1 M. Os frascos foram tampados com três camadas de papel alumínio e 

papel kraft, e esterilizados em autoclave a 121º C durante 20 min. O 

restante do hidrolisado foi armazenado a -20 °C para análise da 

concentração de carbono.  

                                                        
1
Endereço Opabier: rua Dona Francisca, nº 11.560, Distrito de Pirabeiraba, Joinville, Santa 

Catarina. 
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Após o resfriamento, os frascos foram inoculados com 5 mL de 

suspensão de A. subrufescens e incubados a 26 °C durante 10 dias. 

 

 

4.2.4 Suplementação com nutrientes 

 

Considerando que a esterilização por autoclavagem a 121 °C 

evapora aproximadamente 8 % do líquido nos frascos, foi preparada 

uma solução de nutrientes, sendo adicionados 2 mL dessa em 20 mL de 

hidrolisado. A concentração final dos nutrientes (g.L
-1

) na solução foi 1 

de NH4NO3, 0,5 de extrato de levedura, 0,1 de MgSO4, 0,32 de K2HPO4  

e 0,25 de KH2PO4. Essas duas últimas correspondem a concentrações 

equimolares que tamponam o meio (ROSSI, 2006). 

 

 

4.2.5 Verificação preliminar das concentrações de HCl para a 

hidrólise dos resíduos  

 

Um planejamento experimental com um único fator foi utilizado 

para comparar três diferentes concentrações de HCl (0,25, 0,5 e 1,0 %, 

além do 0%) na hidrólise dos resíduos RC e FT, utilizando o hidrolisado 

para o cultivo de A. subrufescens, com ou sem adição de carvão ativo (2 

g/L). As respostas analisadas foram concentração de carbono (g.L
-1

) e 

biomassa (g.L
-1

) obtida no cultivo de 10 dias.  

Os experimentos foram realizados em quadruplicatas e os 

resultados foram expressos como média e desvio padrão da média, 

comparados pela ANOVA e análise dos desvios, utilizando-se o teste de 

Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos para o teste. 

 

 

4.2.6 Influência do tempo e concentração de HCl na hidrólise dos 

resíduos 

 

A concentração de HCl, o tempo de hidrólise, e o tipo de resíduo 

(RC e FT) foram fatores estudados por meio de um planejamento 

experimental fatorial completo 2
3
, tendo como resultados as 

concentrações de carbono (g.L
-1

) e a biomassa seca (g.L
-1

) obtidas no 

cultivo. Os experimentos foram realizados em quadruplicatas, sendo 

uma duplicata analisada com sete dias de cultivo e outra com 14 dias 
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(amostras destrutivas). Os fatores avaliados e os respectivos níveis de 

variação (-1 e +1) estão apresentados na Tabela 4.1.  

 
Tabela 4.1 – Fatores independentes do planejamento experimental fatorial 

completo 2
3
 e seus respectivos níveis para o estudo do crescimento de Agaricus 

subrufescens nos hidrolisados do resíduo da cervejaria (RC) e do farelo de trigo 

(FT). 

Fatores Níveis de variação dos 

fatores 

-1 +1 

A) Concentração de HCl (%) 0,1 0,2 

B) Tempo de hidrólise (min) 15 30 

C) Resíduo RC FT 

 

 

4.2.7 Fatores limitantes do crescimento de Agaricus subrufescens 

nos hidrolisados 

 

A fonte de nitrogênio e as toxinas nos hidrolisados são fatores 

limitantes para o crescimento de A. subrufescens em relação às 

diferentes concentrações de carbono. A concentração de HCl para a 

hidrólise dos resíduos RC e FT, a concentração de NH4NO3 e carvão 

ativo na composição do meio líquido foram fatores estudados por meio 

de um planejamento experimental fatorial incompleto 2
4-1

 para a 

resposta concentração de biomassa (g.L
-1

) obtida no cultivo. Os 

experimentos foram realizados em triplicatas, analisados com 12 dias de 

cultivo. Os fatores avaliados e os respectivos níveis de variação (-1 e 

+1) estão apresentados na Tabela 4.2. 

 
Tabela 4.2 – Fatores independentes do planejamento experimental fatorial 

incompleto 2
4-1

 e seus respectivos níveis para o estudo do crescimento do fungo 

Agaricus subrufescens nos hidrolisados do resíduo da cervejaria (RC) e do 

farelo de trigo (FT). 

Fatores Níveis de variação dos fatores 

-1 +1 

A) Resíduo  RC FT 

B) Concentração de HCl (%) 0,25 0,5 

C) NH4NO3 (g.L
-1

) 1 2 

D) Carvão ativo (g.L
-1

) 2 4 
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4.2.8 Otimização da hidrólise dos resíduos para o crescimento de 

Agaricus subrufescens 

 

Um DCCR foi realizado para o resíduo RC e para FT, 

independentemente. A concentração de HCl e o tempo de hidrólise 

foram os fatores selecionados e estudados para as respostas 

concentração (g.L
-1

) de carbono e biomassa (g.L
-1

) obtida no cultivo. Os 

experimentos foram realizados em duplicatas e analisados com 10 dias 

de cultivo. Os fatores avaliados e os respectivos níveis de variação (-α, -

1, 0, +1 e +α) estão apresentados na Tabela 4.3. 

 
Tabela 4.3 – Definição dos fatores independentes do delineamento composto 

central rotacional e seus respectivos níveis para o estudo de suas influências no 

crescimento do fungo Agaricus subrufescens em hidrolisado do resíduo de 

cervejaria (RC) e do farelo de trigo (FT).  

Fatores Níveis de variação dos fatores 

-  -1 0 +1 +  

A) Concentração de HCl 

(%) 

0,09 0,15 0,30 0,45 0,51 

B) Tempo de hidrólise 

(min) 

16 20 30 40 44 

 

 

4.2.9 Otimização do pH e temperatura de cultivo 

 

Um DCCR foi realizado para o cultivo de A. subrufescens em 
hidrolisado de RC, utilizando solução de HCl 0,3 % e tempo de 

hidrólise de 30 min. O pH e a temperatura de incubação foram 

estudados para a resposta biomassa (g.L
-1

) obtida no cultivo. Os 

experimentos foram realizados em duplicatas e analisados com 10 dias 

de cultivo. Os fatores avaliados e os respectivos níveis de variação (-α, -

1, 0, +1 e +α) estão apresentados na Tabela 4.4. 

 
Tabela 4.4 – Fatores independentes do delineamento composto central 

rotacional e seus respectivos níveis para o estudo de suas influências no 

crescimento do fungo Agaricus subrufescens em hidrolisado do resíduo de 

cervejaria. 

Fatores Níveis de variação dos fatores 

-  -1 0 +1 +  

A) pH 5,3 5,5 6 6,5 6,7 

B) Temperatura (°C) 21,8 23 26 29 30,2 
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4.2.10 Métodos analíticos 

 

As amostras foram analisadas quanto à concentração de carbono 

(C) e nitrogênio (N), pela digestão ácida das amostras segundo Tedesco 

et al. (1995). Amostras sólidas dos resíduos FT e RC, com 100 e 200 mg 

foram utilizadas, respectivamente, para as análises de C e N. No entanto, 

para os hidrolisados desses resíduos, foram utilizados 1 mL para ambas 

as análises. As análises foram realizadas em duplicatas para as amostras, 

e em triplicatas para o controle.  

Após determinado período de cultivo de A. subrufescens nos 

hidrolisados, a biomassa foi separada por centrifugação a 1100 g, 

durante 5 min, e filtrada sob vácuo usando papel filtro previamente 

tarado. Essa biomassa foi desidratada a 55 °C até massa constante. 

A bioconversão foi calculada pela quantidade de biomassa seca 

em relação à concentração de carbono inicial nos hidrolisados.  

 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1 Quantidade de carbono e nitrogênio nos resíduos e seus 

hidrolisados 
 

Os resíduos RC e FT, caracterizados quanto às concentrações de 

carbono e nitrogênio, apresentaram valores elevados de C, indicando 

serem fontes ricas em açúcares, principalmente na forma de 

polissacarídeos, como observado na Tabela 4.5. Esses resíduos 

apresentaram baixo conteúdo de N indicando não serem fontes 

eficientes de proteínas e aminoácidos. 

Quando tais resíduos foram submetidos à hidrólise em água ou 

solução de HCl 0,5 % durante 30 min, com extração parcial de tais 

compostos, as concentrações de C foram muito superiores ao N, 

indicando que os íons H
+
 solvatados interagem principalmente com os 

grupamentos dos polissacarídeos. 

Como os valores de N foram muito baixos nos hidrolisados foram 

adotadas as análises de C nos experimentos desenvolvidos a seguir e a 

suplementação com uma fonte de N. 
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Tabela 4.5 - Quantidade de carbono (C) e nitrogênio (N) nos resíduos de 

cervejaria (RC) e farelo de trigo (FT) e seus hidrolisados 

Amostras C (%) N (%) C:N 

RC 48,6 5,0 9,5:1 

FT 38,5 3,9 9,8:1 

RC água 0,22 0,0014 157:1 

FT água 0,24 0,0012 200:1 

RC HCl 0,5 % 0,48  0,0002 2400:1 

FT HCl 0,5 % 0,53 0,0002 2650:1 

 

Segundo Mandalari et al. (2005) os resíduos RC e FT são ricos 

em polissacarídeos celulósicos e não-celulósicos (hemiceluloses), e 

também fitonutrientes como o ácido ferrúlico. Quando esses resíduos 

foram hidrolisados em água a 80 °C liberaram compostos de glicose, e 

em meio alcalino (KOH) liberaram principalmente o polissacarídeo não-

celulósico arabinoxilana, composto por monômeros de pentoses tipo 

xiloses e arabinoses. 

Além desses polissacarídeos o FT contém amido (~ 26 %), α-

glucanas que podem ser hidrolisadas e liberar monômeros de glicose 

(DOBREV et al., 2007; TESTER; KARKALAS, 2002). As β-glucanas 

são polissacarídeos da celulose, mas também podem pertencer ao grupo 

das hemiceluloses com ligações do tipo (1 3)-β- e (1 4)-β- 

(KLEMM; SHAMAUDER; HEINZE, 2002), o que explica o conteúdo 

de glicoses na hidrólise em água a 80 °C. Na hidrólise ácida de RC foi 

relatada maior quantidade de xilose, seguido por arabinose, e pouca 

glicose (MUSSATO; ROBERTO, 2005). 

 

 

4.3.2 Verificação preliminar das concentrações de HCl para a 

hidrólise do resíduo da cervejaria (RC) e do farelo de trigo (FT) 

 

Com o aumento da concentração de HCl na solução, aumentou a 

quantidade de C no hidrolisado, porém na concentração de HCl 1% não 

houve um crescimento do fungo proporcional ao aumento de C (Figura 

4.1). Os polissacarídeos do resíduo ao serem hidrolisados podem ser 

degradados em substâncias tóxicas como ácidos fracos, furanos 

(furfural, hidroximetilfurfural) e compostos fenólicos (PALMQVIST; 

HAHN-HÄGERDAL, 2000a), e o processo de detoxificação por carvão 

ativo não foi eficiente ou suficiente para o cultivo desse fungo. 

Porém, para o cultivo de Candida shehatae e produção de etanol, 

o tratamento com carvão ativo foi o segundo melhor tratamento para 



 

 

113 

detoxificação de compostos tóxico do hidrolisado de bagaço de cana-de-

açúcar utilizando HCl 2,5 %. Esse tratamento reduziu 38,7 % de furanos 

e 57,5 % de compostos fenólicos totais (CHANDEL et al., 2007).  

O carvão ativo, adicionado no momento da hidrólise, é uma 

alternativa para aumentar a adsorção dos compostos tóxicos, pois o pH 

ácido favorece a adsorção dos compostos fenólicos e a temperatura de 

100 °C aumenta a razão de difusão das moléculas em solução para o 

carvão adsorvente, causando melhor interação entre esses (MUSSATO; 

ROBERTO, 2004a). Esse processo é interessante porque possibilita o 

cultivo com o hidrolisado em biorreator, pois o carvão sob agitação 

aumenta a espuma podendo carrear a biomassa para a linha de saída de 

ar, além de diminuir a visibilidade da biomassa. 
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Figura 4.1 – Gráficos das médias da biomassa obtida no cultivo do fungo 

Agaricus subrufescens para os hidrolisados dos resíduos RC (A) e FT (B), 

concentração de carbono nos hidrolisados RC (C) e FT (D), e bioconversão do 

carbono em biomassa no 12 °dia de cultivo para os hidrolisados RC (E) e FT (F) 

para as concentrações de HCl de 0, 0,25, 0,5 e 1% na hidrólise sem ou com 

carvão ativo comparativamente. As equações da reta foram calculadas em 

quadruplicatas, com bandas de confiança para p < 0,05.  
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4.3.3 Influência do tempo e concentração de HCl na hidrólise dos 

resíduos e produção de biomassa 

 

Os resultados para a biomassa no 7º e no 14º dia de cultivo e 

concentração de carbono nos hidrolisados para as diferentes 

concentrações de HCl e tempos de hidrólise dos resíduos RC e FT estão 

apresentados na Tabela 4.6. 

 
Tabela 4.6 – Resultados do planejamento experimental fatorial completo 2

3
 para 

o estudo da influência da concentração de HCl e tempo de hidrólise dos 

resíduos RC (1) e FT (2) no crescimento do fungo Agaricus subrufescens. 

Experimento Replicata Tempo 
HCl 

(%) 
Resíduo 

Biomassa 

7d (g.L-1) 

Biomassa 

14d  

(g.L-1) 

Carbono  

(g.L-1) 

1 1 15 0,1 1 1,17 5,74 8,38 

2 1 30 0,1 1 2,30 8,67 11,02 

3 1 15 0,2 1 2,69 5,34 11,18 
4 1 30 0,2 1 4,89 8,67 14,83 

6 1 15 0,1 2 3,04 11,84 13,35 

7 1 30 0,1 2 6,70 10,85 17,24 
7 1 15 0,2 2 3,50 14,63 18,48 

8 1 30 0,2 2 7,30 17,51 20,19 

9 2 15 0,1 1 1,01 6,17 8,07 
10 2 30 0,1 1 2,41 9,30 11,18 

11 2 15 0,2 1 3,03 6,17 11,49 

12 2 30 0,2 1 4,50 9,30 15,06 
14 2 15 0,1 2 4,96 11,19 13,20 

15 2 30 0,1 2 10,45 11,32 17,55 

15 2 15 0,2 2 5,53 15,15 18,18 
16 2 30 0,2 2 5,27 17,59 20,04 

 

Para a resposta biomassa no 7º dia de cultivo podem ser 

observados na Tabela 1C (APÊNDICE C), para o cálculo dos efeitos, 

que a média, o fator tempo e resíduo são significativos, e o modelo é 

representativo. O cálculo dos efeitos para a resposta biomassa no 14º dia 

de cultivo pode ser observado na Tabela 2C (APÊNDICE C). A média, 

o fator tempo, concentração de HCl, resíduo e todas as interações são 

significativas, e modelo também é representativo.  

O gráfico das médias pode ser visualizado na Figura 4.2, 

observando que o rendimento da biomassa aumenta com o aumento do 

tempo de hidrólise para os dois resíduos RC e FT (Figura 4.2A e 4.2B, 

respectivamente). Maiores rendimentos podem ser observados quando 

utilizados a concentração de HCl 0,2% e o tempo de hidrólise de 30 min 

para o resíduo FT. 
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A Tabela 3C (APÊNDICE C) apresenta o cálculo dos efeitos para 

a resposta concentração de carbono no hidrolisado, utilizado no cultivo. 

Podemos observar que a média, os fatores tempo de hidrólise, 

concentração de HCl, o tipo do resíduo e a interação desses fatores, 

exceto entre 1 e 3, ou seja, tempo de hidrólise e resíduo, são 

significativas.  
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Figura 4.2 – Gráfico das médias da biomassa (g.L

-1
) no 7º (A) e 14º (B) dias de 

cultivo de Agaricus subrufescens, considerando diferentes concentrações de 

HCl e tempos (t) de hidrólise dos resíduos FT e RC. 

 

A 

B 
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A Figura 4.3 apresenta as curvas de contorno para a concentração 

de carbono no resíduo RC e resíduo FT em função da concentração de 

HCl e tempo de hidrólise. Os dois resíduos apresentaram aumento de 

carbono no hidrolisado conforme aumento na concentração do ácido de 

0,1 para 0,2 %, e aumento do tempo de hidrólise de 15 para 30 min. 

Esses resultados demonstraram que pequenas diferenças na 

concentração do ácido são suficientes para se obter um aumento da 

biomassa desde o início do cultivo. O tempo de hidrólise também é 

importante para a quantidade de C no hidrolisado. Esse experimento foi 

importante para se conhecer e obter informações sobre o processo e 

elaboração dos delineamentos experimentais subseqüentes. 

A quantidade de C é dependente principalmente do resíduo 

utilizado, fato que pode ser observado na Figura 4.3, onde a quantidade 

de C para a maior concentração de HCl (0,2 %) e maior tempo de 

hidrólise (30 min) difere entre os resíduos. Foi obtida uma média de 

14,9 g.L
-1 

de C para o hidrolisado de RC e 20,1 g.L
-1 

para FT. 
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Figura 4.3 – Curvas de contorno para a resposta da concentração de carbono 

(g.L
-1

) no resíduo RC (A) e FT (B) em função da concentração de HCl e tempo 

de hidrólise. 

 

 

4.3.4 Fatores limitantes no hidrolisado para o crescimento de 

Agaricus subrufescens 

 

Os resultados do estudo preliminar de fatores limitantes para o 

cultivo de A. subrufescens em relação à concentração de C estão 

apresentados na Tabela 4.7. Os fatores concentração de HCl (1) e tipo de 

resíduo (3) e a interação entre eles são significativos, porém os fatores 

A 

B 
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NH4NO3 (2) e carvão (4) na concentrações estudadas não influem 

significantemente no cultivo. A interação de segunda ordem entre os 

fatores 1 e 4 foram significativos possivelmente devido a influência do 

fator 1 (Figura 4.4). 

 
Tabela 4.7 – Resultados planejamento experimental fatorial incompleto 2

4-1
 e 

seus respectivos níveis para o estudo de suas influências no crescimento do 

fungo Agaricus subrufescens no hidrolisado dos resíduos RC (1) e FT (2) 

Experi 

mento 

Repli 

Cata 

HCl  

(%) 

NH4NO3 

(g.L
-1

) 

Resíduo Carvão 

 (g.L
-1

) 

Biomassa 

 (g.L
-1

) 

1 1 0,25 1 1 2 8,55 

2 1 0,50 1 1 4 13,41 

3 1 0,25 2 1 4 8,55 

4 1 0,50 2 1 2 9,47 

5 1 0,25 1 2 4 14,32 

6 1 0,50 1 2 2 19,73 

7 1 0,25 2 2 2 15,34 

8 1 0,50 2 2 4 21,61 

9 2 0,25 1 1 2 8,24 

10 2 0,50 1 1 4 13,21 

11 2 0,25 2 1 4 9,00 

12 2 0,50 2 1 2 9,79 

13 2 0,25 1 2 4 15,75 

14 2 0,50 1 2 2 18,38 

15 2 0,25 2 2 2 16,56 

16 2 0,50 2 2 4 22,43 

17 3 0,25 1 1 2 11,46 

18 3 0,50 1 1 4 13,07 

19 3 0,25 2 1 4 8,54 

20 3 0,50 2 1 2 9,99 

21 3 0,25 1 2 4 15,78 

22 3 0,50 1 2 2 20,77 

23 3 0,25 2 2 2 16,04 

24 3 0,50 2 2 4 18,72 

 

Como esse planejamento não é completo, os valores dos efeitos 

dos fatores encontrados são ditos contrastes. A relação geradora desse 

planejamento fatorial incompleto é 4=123, com resolução IV, ou seja, 

I=1234. Nenhum efeito principal é confundido ou superposto com 

outros efeitos principais ou com qualquer outro efeito de segunda 

ordem, porém interações de segunda ordem são confundidas entre si 

(CALADO; MONTGOMERY, 2003). É possível diferenciar os efeitos 
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dessa interação, que são chamados de pares associados ou alises, como 

pode ser observado na Tabela 4C (APÊNDICE C). 

No entanto, num planejamento fatorial fracionário é importante 

analisar esses efeitos por meio do contraste relativo aos fatores 

mostrados na Tabela 5C (APÊNDICE C). Os efeitos dos fatores (2) e (4) 

e da interação entre eles e o fator (1) não foram significativos, dentro da 

faixa estudada, pois o valor zero está contido no seu respectivo intervalo 

de confiança. Nesse caso nenhum efeito principal foi confundido, mas a 

interação entre os fatores é menos importante, já que são confundidos 

entre si.  

O gráfico de Pareto, Figura 4.4, apresentou claramente os fatores 

que são significativos para p < 0,05. Esses resultados evidenciaram que 

as diferentes concentrações de HCl que influem no cultivo e no aumento 

da biomassa não necessitaram de maiores concentrações de NH4NO3 ou 

carvão ativo, sendo suficientes e considerados para os experimentos 

subsequentes os menores valores de 1 e 2 g.L
-1

, respectivamente. 
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Figura 4.4 - Gráfico de Pareto para os fatores significativos p < 0,05 para a 

resposta biomassa de Agaricus subrufescens. 

 

 

4.3.5 Otimização da hidrólise dos resíduos 
 

Os experimentos foram realizados separadamente para cada 

resíduo RC e FT, porém os resultados estão apresentados na mesma 

Tabela 4.8. 
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Tabela 4.8- Resultados do delineamento composto central rotacional e seus 

respectivos níveis para o estudo de suas influências no crescimento do fungo 

Agaricus subrufescens em hidrolisado do resíduo RC (1) e FT (2).  

Ex 

Peri

men

to 

Re

pli

ca 

ta 

HCl 

(%) 
Tem

po hi 

dró 

lise 

(min) 

Bio 

massa 

RC 

(g.L-1) 

Bio 

massa 

FT 

(g.L-1) 

Carbo 

no RC 

(g.L-1) 

Carbo

no FT 

(g.L-1) 

Bio 

com 

ver 

são 

RC 

(%) 

Bio 

com 

ver 

são 

FT 

(%) 

1 1 0,15 20 6,15 14,73 6,40 15,38 96,0 95,8 

2 1 0,15 40 4,91 17,00 8,73 19,25 56,3 88,3 

3 1 0,45 20 9,98 22,08 15,54 24,65 64,2 89,6 
4 1 0,45 40 6,95 22,73 18,17 26,22 38,3 86,7 

5 1 0,09 30 4,70 9,60 5,01 13,68 93,8 70,2 

6 1 0,51 30 7,12 21,19 14,92 27,92 47,7 75,9 
7 1 0,30 16 9,02 18,97 11,36 19,10 79,4 99,3 

8 1 0,30 44 7,77 19,52 13,53 21,88 57,4 89,2 

9 1 0,30 30 7,67 20,84 12,91 22,66 59,4 92,0 
10 1 0,30 30 8,10 20,51 12,60 22,21 64,3 92,4 

11 1 0,30 30 7,68 20,49 12,75 22,66 60,2 90,4 
12 2 0,15 20 6,40 12,40 6,99 16,00 91,6 77,5 

13 2 0,15 40 5,46 16,27 8,57 19,10 63,7 85,2 

14 2 0,45 20 9,33 22,01 15,85 24,52 58,9 89,8 

15 2 0,45 40 5,78 21,18 19,25 26,06 30,0 81,3 

16 2 0,09 30 4,65 9,40 5,10 13,22 91,2 71,2 

17 2 0,51 30 7,40 22,47 15,85 28,23 46,7 79,6 
18 2 0,30 16 9,04 17,06 11,51 20,18 78,5 84,5 

19 2 0,30 44 7,73 18,63 13,83 22,35 55,9 83,4 

20 2 0,30 30 7,95 20,84 13,22 23,28 60,2 89,5 
21 2 0,30 30 8,16 20,69 12,75 23,74 64,0 87,1 

22 2 0,30 30 8,04 21,19 13,37 24,67 60,1 85,9 

 

 

4.3.6 Quantidade de biomassa, carbono e bioconversão para os 

hidrolisados do resíduo RC 
 

Para a resposta biomassa obtida no cultivo de A. subrufescens no 

hidrolisado do resíduo RC, pode ser observado na Tabela 6C 

(APÊNDICE C), do cálculo dos efeitos, que a média, o fator 

concentração de HCl (L) e (Q), e o fator tempo de hidrólise (L) são 

significativos, e o modelo é representativo. 

A concentração de HCl influi positivamente sobre o cultivo de A. 

subrufescens, aumentando a biomassa, porém o tempo de hidrólise influi 
negativamente sobre a obtenção da biomassa, ou seja, conforme 

aumentou o tempo de hidrólise diminuiu a biomassa. O gráfico de 

pareto, Figura 4.5A, apresenta claramente os fatores que são 

significativos para p < 0,05. 



 

 

122 

Analisando os resultados de biomassa e a relação funcional entre 

os fatores concentração de HCl e tempo de hidrólise do resíduo RC, 

podemos observar na Tabela 7C (APÊNDICE C), para o modelo 

quadrático, que os fatores concentração de HCl (Q) e (L), apresentam 

coeficientes significativos para p < 0,05. A Equação (4.1) corresponde 

ao modelo completo e, segundo modelo, a Equação (4.2) considera 

apenas os fatores e as interações que apresentam significância (p < 

0,05). 

 

21
2
2

2
121 **36,0*001,0*11,47*0,06-*46,1102,2 XXXXXXy  

 

21
2
11 **36,0*11,47*46,11 XXXXy  

 

A ANOVA realizada para o modelo quadrático considerando a 

biomassa pode ser observada na Tabela 8C (APÊNDICE C). 

Observando essa tabela notamos que a regressão é significativa, ou seja, 

o modelo quadrático explica melhor os resultados do que o modelo 

linear (dados não apresentados). 

Analisando os cultivos que relacionam os fatores concentração de 

HCl e tempo de hidrólise do resíduo RC, podemos verificar que uma 

maior biomassa (9,65 g.L
-1

) foi obtida para a concentração de HCl 0,45 

% e 20 min de hidrólise. A Figura 4.5B apresenta a curva de contorno 

para a resposta biomassa em função da concentração de HCl e tempo de 

hidrólise para a resposta biomassa. Podemos verificar que um maior 

rendimento de biomassa seria obtida para a mesma concentração de 

HCl, ou seja, 0,45 %, mas com menor nível de tempo de hidrólise, ou 

seja, 16 min. 

(4.1) 

(4.2) 

(4.1) 

(4.2) 
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Efeito estimado (valor absoluto)
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Figura 4.5 – Gráfico de pareto (A) e curva de contorno (B) para a resposta 

biomassa em função da concentração de HCl e tempo de hidrólise para RC. 

 

Para a resposta carbono no hidrolisado do resíduo RC, pode ser 

observado no gráfico de pareto (Figura 4.6A) que a média, os fatores 

concentração de HCl (L) e (Q), e o fator tempo de hidrólise (L) são 

significativos. A concentração de HCl e tempo de hidrólise influem 

positivamente sobre o processo, aumentando o carbono nos 

hidrolisados. Analisando a relação funcional entre os fatores 

concentração de HCl e tempo de hidrólise do resíduo RC podemos 

observar na Tabela 9C (APÊNDICE C), que os fatores concentração de 

HCl (Q) e (L), apresentam coeficientes significativos (p < 0,05) para o 

A 

B 
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modelo quadrático. As equações dos modelos completo (4.3) e 

simplificado (4.4) são apresentadas abaixo: 

 

21
2
2

2
121 **18,0*001,0*62,48*0,003*89,5163,0 XXXXXXy  

 
2
11 *62,48*51,89 XXy  

 

A análise de variância para a resposta carbono pode ser observada 

na Tabela 10C (APÊNDICE C). Observamos que a regressão e a falta de 

ajuste são significativas, com uma tendência ao modelo linear. Porém, o 

modelo quadrático ainda explica melhor os resultados, com 

porcentagem de variação explicada passando de 91,46 % no modelo 

linear para 96,36 % no modelo quadrático, com índices de 99,46 % de 

máxima variação explicável, e seu R
2
=0,96. 

A concentração de carbono nos hidrolisados do resíduo RC pode 

ser observada na curva de contorno (Figura 4.6B) em função da 

concentração de HCl e do tempo de hidrólise. A concentração aumenta 

conforme os maiores níveis das concentrações de HCl e do tempo de 

hidrólise, influindo positivamente sobre o processo e atingindo o valor 

de 18,7 g.L
-1

 com HCl 0,45 % e 40 min de hidrólise. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4.4) 

(4.3) (4.3) 

(4.4) 
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Figura 4.6 – Gráfico de pareto (A) e curva de contorno (B) para a resposta 

carbono em função da concentração de HCl e tempo de hidrólise para RC. 

 

Para a bioconversão da fonte de carbono do resíduo RC em 

biomassa de A. subrufescens pode ser observado no gráfico de pareto 

(Figura 4.7A) que a média, o fator concentração de HCl (L) e (Q), e o 

fator tempo de hidrólise (L) são significativos (p<0,05). 

Podemos observar que a concentração de HCl (L) e o tempo de 

hidrólise (L) influem negativamente sobre a bioconversão, enquanto a 

concentração de HCl (Q) influi positivamente, conforme observado na 

curva de contorno da Figura 4.7B.  

A 

B 
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Figura 4.7 – Gráfico de pareto (A) e curva de contorno (B) para a resposta 

bioconversão de carbono em biomassa em função da concentração de HCl e 

tempo de hidrólise para RC. 

 

Analisando a relação funcional entre os fatores na Tabela 11C 

(APÊNDICE C), considerando a bioconversão, podemos observar que 

os fatores concentração de HCl (Q) e (L), e o fator tempo de extração 

(L) possuem coeficientes significativos (p < 0,05) para o modelo 

quadrático. As equações que representam os modelos completo (4.5) e 

simplificado (4.6) são apresentados abaixo: 

 

(4.5) 

A 
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21
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2
121 **06,1*02,0*45,116*44,2*60,203161 XXXXXXy  

 
2
121 *45,116*44,2*60,203161 XXXy  

 

A análise de variância para a resposta bioconversão pode ser 

observada na tabela 12C (APÊNDICE C). A regressão é significativa, e 

o modelo quadrático explica melhor os resultados com índices de 90,36 

% de máxima variação explicável, e seu R
2
=0,92. 

A concentração de HCl e tempo de hidrólise influem 

negativamente sobre a bioconversão, ou seja, quanto maiores os valores 

desses fatores menor a bioconversão de carbono do hidrolisado RC em 

biomassa fúngica, atingindo valores próximos de 93,8 % para a 

concentração de HCl 0,15 % (-1) e 20 min (-1) de hidrólise (Figura 

4.7B). 

Esses resultados de bioconversão parecem discrepantes quando 

comparados com dados obtidos por Liu e Wang (2007) para 

bioconversão da glicose em biomassa fúngica. Esses autores 

encontraram 41,3 % de bioconversão no cultivo em frascos. Porém, 

deve-se considerar que as moléculas de glicose possuem 40 % de 

carbono, e os resultados obtidos referem-se à quantidade total e direta de 

carbono nos hidrolisados. 

 

 

4.3.7 Quantidade de biomassa, carbono e bioconversão para os 

hidrolisados do resíduo FT 

 

A presente análise estatística também foi realizada para o 

hidrolisado do resíduo FT. A resposta da biomassa obtida no cultivo de 

A. subrufescens nos diferentes hidrolisados pode ser observada no 

gráfico de pareto (Figura 4.8A), no qual vemos que a média, os fatores 

concentração de HCl (L) e (Q), os fatores tempo de hidrólise (L) e (Q) e 

a interação entre eles são estatisticamente significativos (p < 0,05). 

O fator linear para concentração de HCl influi positivamente e o 

tempo de hidrólise influi negativamente sobre o cultivo de A. 
subrufescens. Isto significa que quanto maior a concentração de HCl e 

menor o tempo de hidrólise, maior a quantidade de biomassa obtida no 

cultivo. 

A concentração de HCl influi positivamente sobre o cultivo de A. 

subrufescens, aumentando a biomassa, porém o tempo de hidrólise influi 

(4.6) 

(4.5) 
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negativamente sobre a obtenção da biomassa, ou seja, conforme 

aumenta o tempo de hidrólise diminui a biomassa (Figura 4.8B).  

Podemos observar a relação funcional entre esses fatores na 

Tabela 13C (APÊNDICE C), para o modelo quadrático. Todos os 

fatores, ou seja, concentração de HCl (Q) e (L), tempo de hidrólise (Q) e 

(L), e a interação entre esses apresentam coeficientes significativos para 

p < 0,05. A equação completa e a simplificada são iguais para o modelo 

quadrático apresentada abaixo (4.7), pois todos os fatores e as interações 

apresentam significância. 

 

21
2
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2
121 **52,0*007,0*14,97*66,0 ̀*100,1192,8 XXXXXXy  

 

A Tabela 14C (APÊNDICE C) apresenta a análise de variância 

para validação do modelo quadrático para a biomassa no cultivo. A 

regressão é significativa e o modelo quadrático explica melhor os 

resultados, com índices de 93,90 % de máxima variação explicável, e 

seu R
2
=0,94. 

O melhor rendimento de biomassa foi 22,1 g.L
-1

 também para a 

concentração de HCl 0,45 % e 20 min de hidrólise do resíduo FT. A 

Figura 4.8B apresenta a superfície de resposta para a resposta biomassa 

em função da concentração de HCl e tempo de hidrólise. Podemos 

verificar que uma maior biomassa seria obtida para um menor nível de 

tempo de hidrólise, ou seja, de 16 min (-α). 

 

 

 

(4.7) (4.7) 
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Figura 4.8 – Gráfico de pareto (A) e curva de contorno (B) para a biomassa em 

função da concentração de HCl e tempo de hidrólise do resíduo FT. 

 

Para a resposta carbono no hidrolisado do resíduo FT podem ser 

observados no gráfico de pareto (Figura 4.9A) que a média, os fatores 

concentração de HCl (L) e (Q), e os fatores tempo de hidrólise (L) e (Q) 

são significativos. A concentração de HCl (L) e tempo de hidrólise (L) 

influem positivamente sobre o processo, aumentando o carbono nos 

hidrolisados. 

Para os resultados da concentração de carbono nos hidrolisados 

obtidos do delineamento composto central rotacional e a relação 

A 
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funcional entre os fatores concentração de HCl e tempo de hidrólise do 

resíduo FT podemos observar na Tabela 15C (APÊNDICE C), para o 

modelo quadrático, que todos os fatores para (Q) e (L), e a interação 

entre eles apresentam coeficientes significativos para p < 0,05. A 

equação que representa os modelos completo e simplificado é 

apresentada abaixo (4.8). 
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121 **32,0*01,0*79,47*0,81*77,6848,5 XXXXXXy  

 

Pela análise de variância para a resposta carbono (Tabela 16C, 

APÊNDICE C) podemos observar que a regressão foi significativa. A 

porcentagem de variação explicada foi 96,71 % no modelo quadrático, 

com índices de 98,69 % de máxima variação explicável, e seu R
2
=0,96. 

O modelo quadrático explica melhor os resultados obtidos. 

Na superfície de resposta (Figura 4.9B) verifica-se que a 

concentração de carbono de FT aumenta conforme os maiores níveis de 

concentrações de HCl e tempo de hidrólise, influindo positivamente 

sobre o processo, assim como nos resultados obtidos em RC. Entretanto, 

foram obtidos maiores quantidades de carbono para esse resíduo, de 

aproximadamente 28,1 g.L
-1

 com HCL 0,51 % e 30 min de hidrólise. 
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Figura 4.9 – Gráfico de pareto (A) e curva de contorno (B) para a resposta 

carbono em função da concentração de HCl e tempo de hidrólise para FT. 

 

Correlacionando o carbono nos hidrolisados convertido em 

biomassa de A. subrufescens podemos observar no gráfico de pareto 

(Figura 4.10A) que somente a concentração de HCl (Q) é significativo 

(p < 0,05). Podemos observar para o modelo quadrático que a 

concentração de HCl e o tempo de hidrólise (L) influem negativamente 

sobre a bioconversão (Tabela 17C, APÊNDICE C). A análise de 

variância observada na Tabela 18C (APÊNDICE C) indica que o 

modelo não é bom para predição, por isso as equações não foram 

A 
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consideradas. A porcentagem de variação explicada passou de 7,8 % no 

modelo linear para 57,68 % no modelo quadrático, R
2
=0,57, indicando 

que o modelo falha em descrever a superfície de resposta observada na 

Figura 4.10B. A máxima variação explicável foi 68,97 % indicando que 

tanto o erro experimental como o erro por falta de ajuste contribuíram 

para a inadequação ao modelo.  
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Figura 4.10 – Gráfico de pareto (A) e curva de contorno (B) a para a resposta 

bioconversão de carbono em biomassa em função da concentração de HCl e 

tempo de hidrólise para FT. 
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A bioconversão da fonte de C em biomassa fúngica atingiu 

valores próximos de 90 % para a concentração de HCl 0,3 % (0) e 30 

min (0) de hidrólise (Figura 4.10B). Poderíamos supor que a biomassa 

obtida seria devido ao consumo total da fonte de carbono, mas pela 

análise da bioconversão podemos averiguar que em concentrações 

baixas ou maiores de HCl o rendimento foi menor, independente do 

tempo de hidrólise. Na concentração de HCl 0,51 % e tempo de 

hidrólise de 30 min foi obtido em média 21,8 g.L
-1 

de C, porém a 

bioconversão foi de 77,7 %. Na concentração de HCl 0,09% e tempo de 

30 min o C foi de 13,45 g.L
-1 

e a biomassa 9,5 g.L
-1

, ou seja, 

bioconversão de 70,6 %. 

 

 

4.3.8 Temperatura ótima de incubação e pH ótimo do substrato 

para o cultivo de Agaricus subrufescens 

 

Os resultados de rendimento de biomassa de A. subrufescens em 

relação aos fatores pH inicial e temperatura de incubação ótimos estão 

apresentados na Tabela 4.9, realizados em hidrolisados do resíduo RC 

(HCl 0,3 % e 30 min de hidrólise). 
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Tabela 4.9 – Resultados da influência dos fatores temperatura de incubação e 

pH inicial no delineamento composto central rotacional sobre a biomassa de 

Agaricus subrufescens em hidrolisado do resíduo da cervejaria.  

Experi 

mento 

Repli 

cata 

Temperatura de 

incubação (ºC) 
pH inicial 

Bio 

massa  

(g.L
-1

) 

1 1 23,0 5,5  9,88 

2 1 23,0 6,5  7,19 

3 1 29,0 5,5 15,17 

4 1 29,0 6,5 12,47 

5 1 21,8 6,0  8,43 

6 1 30,2 6,0 16,03 

7 1 26,0 5,3 13,22 

8 1 26,0 6,7 10,64 

9 (C) 1 26,0 6,0 12,49 

10 (C) 1 26,0 6,0 12,81 

11 (C) 1 26,0 6,0 12,55 

12 2 23,0 5,5  9,78 

13 2 23,0 6,5  8,64 

14 2 29,0 5,5 15,11 

15 2 29,0 6,5 12,74 

16 2 21,8 6,0  8,04 

17 2 30,2 6,0 16,25 

18 2 26,0 5,3 12,43 

19 2 26,0 6,7 10,04 

20 (C) 2 26,0 6,0 11,47 

21 (C) 2 26,0 6,0 11,64 

22 (C) 2 26,0 6,0 12,41 

 

Podemos observar na Tabela 19C (APÊNDICE C) e no gráfico de 

pareto (Figura 4.11A) que todos os fatores, exceto temperatura de 

incubação (Q), apresentam coeficientes significativos para p < 0,05. Por 

meio dessa tabela foi obtido o modelo que representa os resultados 

obtidos para biomassa. A primeira equação corresponde ao modelo 

completo (4.9) e a segunda, ao modelo simplificado (4.10), 

considerando apenas os fatores e as interações que são significativas (p 

< 0,05). 
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A análise de variância para validar o modelo quadrático para a 

resposta biomassa pode ser observada na Tabela 20C (APÊNDICE C). 

O modelo possui 96,47 % da variação explicada e 97,86 % da máxima 

variação explicável e seu R
2
=0,96. 

O melhor resultado de biomassa foi de 16,27 g.L
-1

 para a 

temperatura de 30,2 °C e pH 6,0, porém na Figura 4.11B podemos 

verificar que a maior biomassa seria obtida para essa temperatura e 

menor nível de pH, ou seja, 5,3 (- ).  
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Figura 4.11 – Gráfico de pareto (A) e superfície de resposta (B) para a biomassa 

de Agaricus subrufescens em função da temperatura de incubação e do pH 

inicial do hidrolisado RC. 
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Para Hamedi, Vahid e Ghanati (2007) os resultados mais 

eficientes de cultivo de A. subrufescens em relação à biomassa (9,08 

g.L
-1

) foram em pH inicial 5,64 e temperatura de incubação de 24,6 ºC. 

Lin e Yang (2006) obtiveram maiores resultados de biomassa (10,86 

g.L
-1

) em pH 6,02 a 27 ºC. Gao e Gu (2007) em cultivo em biorreator 

obtiveram maior rendimento de biomassa (10,76 g.L
-1

) e polissacarídeos 

em pH 5,4 a 24 ºC. Essa variação entre os diversos trabalhos pode estar 

relacionada aos diferentes isolados estudados. 

 

 

4.3.9 Elaboração de formulações em hidrolisados do resíduo da 

cervejaria (RC) e do farelo de trigo (FT) 

 

Para a elaboração de formulações de substratos de cultivo 

utilizando os hidrolisados dos resíduos RC e FT, e identificação dos 

principais parâmetros ambientais para maior produção de biomassa, 

foram realizados os experimentos que apontam as melhores condições 

de hidrólise, suplementação da fonte de nitrogênio, detoxificação, pH 

inicial e temperatura de incubação no cultivo em frascos. 

Consideração a produção de biomassa de A. subrufescens seria 

indicada a hidrólise para os dois resíduos com concentrações de HCl 

0,45 % (1:10, p:V), durante 16 ou 20 min de hidrólise a 100 °C. Porém, 

a bioconversão do carbono em biomassa fúngica foi maior em 

hidrolisados utilizando menores concentrações de HCl, assim como, 

valores inferiores de carbono são necessários para o cultivo em 

biorreator. Considerando esses valores, as hidrólises dos resíduos devem 

ser realizadas com HCl 0,15 % e 20 min de hidrólise com adição de 

carvão ativo (2 g.L
-1

) nessa etapa, e posterior separação, também para 

facilitar o cultivo em biorreator. Esses hidrolisados dos resíduos RC e 

FT fornecem em torno de 6,4 e 15,4 g.L
-1

 de carbono, respectivamente. 

A suplementação deve ser realizada com a concentração final dos 

nutrientes (g.L
-1

) de 1 de NH4NO3, 0,5 de extrato de levedura, 0,1 de 

MgSO4, 0,32 de K2HPO4 e 0,25 de KH2PO4. O pH inicial deve ser 

corrigido para 5,3 e a temperatura de incubação aproximadamente 30 

ºC.  

Tendo em perspectiva a continuidade da pesquisa, o cultivo de A. 

subrufescens em biorreator airlift será realizado com essas formulações, 

as quais serão comparadas quanto à cinética de crescimento com o meio 

de cultura Melin-Norkrans Modificado (MARX, 1969; ROSSI, 2006), 

contendo 16 g.L
-1

 de glicose como fonte de carbono, em condições 

controladas (ROSSI, 2006). 
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CAPÍTULO V 

EXTRAÇÃO, SEPARAÇÃO E 

ATIVIDADE BIOLÓGICA DOS 

POLISSACARÍDEOS 
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5 EXTRAÇÃO, SEPARAÇÃO E ATIVIDADE BIOLÓGICA DOS 

POLISSACARÍDEOS 

 

5.1 INTRODUÇÃO 

 

A tecnologia de membranas em processos biotecnológicos tem 

sido desenvolvida principalmente na área de separação/fracionamento 

de compostos bioativos. A separação de polissacarídeos, assim como de 

oligossacarídeos, conforme sua massa molar, pode ser utilizada para 

purificar extratos brutos (BOTELHO-CUNHA et al., 2010; RAU, 

2002). Diversos polissacarídeos extraídos de fungos e purificados, a 

exemplo do Sonifilan
®
, Lentinan

®
, e Krestin

®
, são comercializados no 

Japão desde a década de 80 como medicamentos no tratamento de 

pacientes com câncer (MIZUNO, 1999; WASSER; WEIS, 1999). A 

atividade biológica dos polissacarídeos depende de sua estrutura 

química, relacionada ao tipo da cadeia principal e de suas ramificações, 

da massa molar, e da solubilidade em água (ZHANG et al., 2003). A 

atividade antitumoral desses polissacarídeos envolve principalmente sua 

atividade sobre células do sistema imunológico, como monócitos, 

células NK e macrófagos, pela ativação de citocinas e secreção de 

interleucinas (BROWN; GORDON, 2003). 

As técnicas mais comumente empregadas para avaliação da 

ativação de células do sistema imunológico estão baseadas na pesquisa 

da produção de citocinas por essas células (BERNARDSHAW et al., 

2005; FØRLAND et al., 2010; SORIMACHI et al., 2001). A produção 

de citocinas pode ser mensurada pela expressão de proteínas ou 

indiretamente pela detecção de mRNA. Técnicas como a reação de 

Transcrição Reversa seguida de PCR (RT-PCR) permitem uma 

amplificação exponencial do gene de interesse. Essa amplificação 

aumenta a sensibilidade de detecção, entretanto a análise não é 

quantitativa. 

Os polissacarídeos da parede celular de A. subrufescens 

apresentam diversas atividades, como imunomodulação, atividade 

antitumoral e antiviral (OHNO et al., 2001; MIZUNO et al., 1990a 

SOUSA et al., 2007). Polissacarídeos extraídos das frutificações 

apresentaram estrutura química (1 6)-(1 3)- -glucanas (CAMELINI 
et al., 2005; OHNO et al., 2001), com massa molar de 1700 e 2000 

g.mol
-1

 (DONG et al., 2002; MIZUNO et al., 1990a). No entanto, outro 

polissacarídeo antitumoral foi extraído a partir do seu micélio cultivado 

em substrato líquido. Esse polissacarídeo foi identificado como 
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glucomanana, de cadeia principal (1 2)- -mananas e ramificações 

(1 3)- -glucanas (MIZUNO et al., 1999). A massa molar dessa 

glucomanana foi determinada por diversos autores, com os seguintes 

valores: 380 g.mol
-1

 (FUJIMIYA et al., 1998), 274 g.mol
-1

 (LIN; 

YANG, 2006) e 170 g.mol
-1

 (DONG et al., 2002). Essa variação é 

dependente do fungo isolado em estudo, e dos diferentes métodos de 

extração e de determinação da massa molar dos polissacarídeos. 

Para a separação desses polissacarídeos, em função de sua massa 

molar, pode ser utilizada a cromatografia líquida, seguida de 

precipitação por solventes orgânicos. O etanol é o principal álcool 

utilizado para a recuperação dos polissacarídeos (CAMELINI et al., 

2005; MIZUNO et al., 1990a). Geralmente, o volume de álcool 

necessário para uma recuperação total do polissacarídeo tem proporção 

de 3:1 de extrato aquoso contendo os polissacarídeos. Essa quantidade é 

elevada e gera um resíduo na recuperação do produto. 

No entanto, uma alternativa que pode ser utilizada para reduzir o 

volume do extrato polissacarídico e separar as moléculas pela sua massa 

molar são as membranas de filtração. Esse processo contribui para a 

diminuição da quantidade de álcool utilizado na precipitação, 

conjuntamente com a possibilidade de seleção do polissacarídeo de 

interesse. A tecnologia permite um aumento da produção do 

polissacarídeo visando a escala piloto e industrial. 

Neste experimento, foram obtidos extratos polissacarídicos da 

biomassa de A. subrufescens produzidos em diferentes sistemas: 

frutificações, micélio em substrato sólido e micélio obtido em cultivo 

submerso. Esses polissacarídeos foram separados por membranas de 

microfiltração (MF), ultrafiltração (UF1 e UF2) e nanofiltração (NF). A 

distribuição da massa molar dos polissacarídeos e a atividade biológica 

in vitro foram utilizadas para monitorar a qualidade daqueles 

concentrados e separados pelas membranas. 

 

 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.2.1 Material biológico 
 

Para obtenção dos polissacarídeos foi utilizada biomassa de A. 

subrufescens, isolado UFSC 51, produzida em três diferentes sistemas:  

1) Frutificações coletadas em cultivo comercial, localizada em 

Biguaçu, Santa Catarina, em 2004. Essas amostras foram utilizadas na 
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pesquisa de mestrado da mesma autora, e estavam desidratadas e 

armazenadas a -20 ºC. 

 

2) Micélio em grãos de trigo, cultivado conforme a subseção 4.3.1.1, 

porém, incubado durante 45 dias para total colonização dos grãos, 

visualmente observada (Figura 5.1) pelo microscópio óptico. A amostra 

foi desidratada a 60 ºC, até peso constante, e triturada. 

 

 
Figura 5.1 – Micélio de Agaricus subrufescens cultivado em grãos de trigo após 

45 dias de incubação. 

 

3) Micélio obtido da FSm em biorreator airlift utilizando meio de 

cultura Melin-Norkrans Modificado (MARX, 1969) com composição de 

nutrientes em g.L
-1

 de: 16 de glicose, 4,8 de extrato de malte, 0,75 de 

(NH4)2PO4, 0,15 de MgSO4, 0,7 de K2HPO4 , 0,5 de KH2PO4, 0,025 

CaCl2, 0,025 de NaCl, 10 µg de tiamina-HCl, 1,2 mL.L
-1

 de solução de 

FeCl3 1 %. O pH inicial foi 6 e a temperatura do cultivo foi mantida 

próxima de 25 °C. Após o cultivo o micélio foi centrifugado e filtrado 

sob vácuo em papel filtro Whatman nº 42.  

 

 

5.2.2 Extração dos polissacarídeos 

 

Cinquenta gramas do material biológico foram colocados em 

balão extrator com condensador, com adição de 250 mL de água 

destilada (extrato 1:5), e aquecida a 100 ºC durante 3 h. O material foi 

filtrado sob vácuo em papel filtro Whatman nº 42. Essa etapa foi 

1 cm 
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repetida duas vezes e os filtrados foram misturados. 

Em alíquotas de 40 mL dos diferentes extratos foram adicionados 

120 mL de EtOH 96º GL para precipitação dos polissacarídeos. As 

amostras foram centrifugadas a 1100 g durante 10 min, e os precipitados 

desidratados a 55 ºC até peso constante. 

 

 

5.2.3 Separação dos polissacarídeos através de membranas 
 

A separação dos polissacarídeos por membranas foi realizada no 

Laboratório de Separação por Membranas (LABSEM), Departamento de 

Engenharia Química e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal 

de Santa Catarina.  

Foram testadas membranas de microfiltração (Milipore, EUA), 

duas de ultrafiltração preparadas pelo LABSEM e uma de nanofiltração 

(GE Osmonics Labstore, EUA), denominadas MF, UF1 e UF2, e NF, 

respectivamente, com características descritas conforme a Tabela 5.1. 

 
Tabela 5.1 - Composição físico-química e características de operação das 

membranas de microfiltração (MF), ultrafiltração (UF1 e UF2) e nanofiltração 

(NF). 
 MF UF1 UF2 NF 

Polímero Acetato de 

celulose 

PVDF PVDF Poliamida e 

polisulfona 

Porosidade/Tamanho 

de corte 

0,22 µm 100 a 150 

g.mol-1 

10 g.mol-1 Rejeição de 98 

% de MgSO4 

Pressão de operação 

(bar) 

0,5 2 4 20 

 

Para a separação dos polissacarídeos foi utilizada a filtração 

perpendicular, empregando-se a célula mostrada na Figura 5.2, 

construída em aço inoxidável e operada sob pressão. Para cada 

membrana e em cada filtração foram utilizados 40 mL dos extratos a 

serem testados, sob pressões adequadas de operação, até a redução do 

volume para 10 mL (retentado). Os retentados que continham os 

polissacarídeos foram precipitados com 30 mL de EtOH 96º GL, 

prosseguindo conforme seção 5.2.2. 
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Figura 5.2 - Célula utilizada para filtração com sistema de suporte para 

membrana de micro e ultrafiltração e controle automático de pressão 

 

 

5.2.4 Obtenção de β-glucanas para uso como controle 

 

Os polissacarídeos das frutificações foram extraídos conforme a 

seção 5.2.2. O isolamento das β-glucanas de maior massa molar, 

eliminando também as -glucanas presentes no extrato bruto, foi 

realizado por cromatografia líquida de troca-iônica, gel permeação e de 

afinidade, seguindo a método proposto por Camelini et al. (2005). 

 

 

5.2.5 Atividade biológica in vitro 

 

Os polissacarídeos do extrato bruto e dos retentados (material 

retido pelas membranas), além das β-glucanas (controle), foram testados 

na ativação de macrófago RAW 264.7 observado através da expressão 

dos mRNAs das citocinas Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) e Óxido 

Nítrico Sintase Induzível (iNOS). Também foram testados na ativação 

de linfócitos T de células Jurkat com detecção expressiva do mRNA da 
IL-2. Ambos os ensaios utilizaram 10 μg de cada amostra, mantidos em 

incubação durante 24 h em duplicata (PASETTI, 2009; CELMER, 

2010). 

Extratos brutos e β-glucanas isoladas das frutificações de A. 

subrufescens foram utilizados para análise de genotoxicidade em células 
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da linhagem HepG2 por meio do teste de cometa (ANGELI et al., 2009; 

ANEXO). Esses polissacarídeos também foram utilizados para a 

realização de testes de atividade antiviral, para HSV-1 (cepa KOS) e 

HSV-2 (cepa 333), e modificados quimicamente através da sulfatação 

(SOUSA, 2008). Os polissacarídeos sulfatados também foram 

analisados quanto a sua massa molar. 

 

 

5.2.6 Determinação da massa molar  

 

A massa molar foi estimada por meio de CLAE-IR utilizando a 

coluna TSK Gel 5000 PW (7.8×300 mm, Tosoh Corporation, Japão) 

com pré-coluna (5x75 mm, Tosoh Corporation, Japão) acoplada no 

cromatógrafo Perkin Elmer série 200 com detector de Indíce de 

Refração Perkin Elmer série 200a acoplado ao detector UV a 280 nm, 

fase móvel NaCl 0,2 M, fluxo 1 mL.min
-1

. A curva padrão foi realizada 

com padrões dextranas de massa molar 2.000, 670, 410, 150, 50 e 12 

g.mol
-1

 (Sigma, EUA) com concentração de 3 mg.mL
-1

 e injeção de 20 

µL.  

As amostras dos extratos brutos, retentados e filtrados foram 

analisadas na concentração de 3 mg.mL
-1

 dissolvidas na fase móvel. 

Também foi analisada a massa molar da β-glucana isolada através da 

cromatografia líquida. 

Ao extrato bruto do micélio em grãos foi adicionado 1 % da 

enzima -amilase AMG 200L (Novozyme, Brasil), pH 4,5, aquecido a 

55 ºC durante 30 min, com posterior resfriamento. Esse extrato 

hidrolisado foi submetido à centrifugação durante 10 min a 11000 g, e 

coletado o sobrenadante. Esse processo foi repetido três vezes. A massa 

molar do sobrenadante, contendo o polissacarídeo do micélio, também 

foi analisada. 

 

 

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.3.1 Rendimento do polissacarídeo 

 
A concentração inicial dos extratos variou segundo a fonte de 

obtenção do polissacarídeo, frutificação, micélio em grãos e micélio 

isolado do cultivo em biorreator. O rendimento de retenção do 

polissacarídeo nas diferentes membranas, calculado em relação às 

concentrações iniciais, podem ser observados na Tabela 5.2. 
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Tabela 5.2 – Concentração inicial dos polissacarídeos de Agaricus subrufescens 

extraídos da frutificação, micélio em grãos e micélio isolado da FSm e seus 

respectivos percentuais de retenção pelas membranas de microfiltração (MF), 

ultrafiltração (UF1 e UF2) e nanofiltração (NF). 

Extrato Amostra 

inicial 

(gpoliss.L
-1

) 

MF 

(%) 

UF1 

(%) 

UF2 

(%) 

NF  

(%) 

Frutificação 7,15 39,0 55,5 68,0 98,0 

Micélio + grão 4,89 13,9 39,5 72,3 96,1 

Micélio isolado 1,17 48,7 56,2 98,3 98,3 

 

Podemos observar que a membrana de nanofiltração reteve maior 

quantidade de polissacarídeos, indiferentemente do extrato utilizado. 

Esses níveis de retenção são satisfatórios quando se considera a pequena 

perda de polissacarídeos no permeado, resultando num processo 

altamente eficiente e de alta produtividade. Como esperado, as menores 

retenções de polissacarídeos foram observadas quando se utilizaram as 

membranas de microfiltração, que pela sua própria natureza, possuem 

tamanho médio de poros superiores àqueles encontrados em membranas 

de ultra e nanofiltração.  

Observamos, ainda, que ocorreu maior retenção de 

polissacarídeos pelas membranas UF2, em relação às membranas UF1. 

Essas diferenças são importantes e estão relacionadas aos menores 

tamanhos médios de poros das membranas UF2.  

É importante ressaltar a capacidade de retenção de solutos, 

principalmente pelas membranas de micro e ultrafiltração, onde a massa 

molar é mais importante do que as propriedades físico-químicas dos 

solutos, considerando-se também, a conformação espacial do soluto e 

sua capacidade de agregação com outros solutos de igual ou de 

diferentes naturezas. A agregação pode ser maior ou menor dependendo 

da força iônica ou do pH do meio e pode aumentar artificialmente os 

tamanhos dos solutos, aumentando a retenção pelas membranas. Essa 

consideração é importante porque não se investigou o nível e a 

intensidade de possíveis interações entre os polissacarídeos presentes 

nos extratos. Também uma menor retenção total de polissacarídeos pode 

ser desejável quando se quer fracionar uma mistura, ou também, 

conjugando-se diferentes tipos de membranas, é possível separar e 

concentrar polissacarídeos de naturezas distintas em relação, 

principalmente, às suas massas molares.  
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A Figura 5.3 mostra os percentuais de retenção dos 

polissacarídeos dos extratos, em função do ponto de corte (função do 

tamanho médio de poros) das membranas.  

 

 
Figura 5.3 – Percentuais de retenção das membranas de microfiltração (MF), 

ultrafiltração (UF1 e UF2) e nanofiltração (NF), para os polissacarídeos de 

Agaricus subrufescens extraídos da frutificação, micélio em grãos e micélio 

isolado da FSm. 
 

O rendimento das β-glucanas isoladas por cromatografia líquida 

foi similar aos resultados encontrados na membrana de microfiltração, 

com a média de 39,4 % em relação aos polissacarídeos dos extratos 

brutos, considerando os três estágios de maturação das frutificações. 

Isso indica que a microfiltração é uma alternativa eficiente de separação 

dos polissacarídeos de maior massa molar, permitindo a obtenção das β-

glucanas com maior rapidez, visando o aumento da escala produtiva. 

 

 

5.3.2 Massa molar e atividade biológica in vitro 

 

A curva padrão da massa molar, observada na Figura 1D 

(APÊNDICE D), apresentou equação da reta Y=-0,5121x + 9,8273 e 

R²=0,9628, ou seja, uma linearidade satisfatória para estimar a massa 

molar dos polissacarídeos presentes nos extratos. A Tabela 5.3 apresenta 

a massa molar média dos constituintes presentes nos extratos brutos e 

nos seus respectivos retentados, com confirmação dos resultados através 

das análises dos permeados, porém não apresentados na tabela. 
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Tabela 5.3 – Análise da massa molar e atividade em macrófagos dos 

polissacarídeos de Agaricus subrufescens presentes nos extratos obtidos da 

frutificação, micélio em grãos e micélio isolado da FSm e nos retentados 

obtidos na separação pelas membranas de microfiltração (MF), ultrafiltração 

(UF1 e UF2) e nanofiltração (NF). 
Extrato  

 

 

Massa molar (g.mol-1) 

 

Atividade 

biológica in vitro 

627 310 25 21 17 TNFα1 iNOS2 

Frutificação 

 

 

 

Extrato 

MF 

UF1 

UF2 

NF 

β-glucana4 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

nd3 

nd 

nd 

nd 
nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 
nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 
nd 

nd 

+ 

- 

- 

+ 
+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 
- 

+ 

Micélio+grão 

 

 

 

Extrato 

MF 

UF1 

UF2 

NF 

nd 

nd 
nd 

nd 

nd 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

- 
- 

+ 

+ 

+ 

- 
- 

+ 

+ 

nd 

nd 
nd 

nd 

nd 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

- 

- 
- 

- 

- 

Micélio isolado 

 

 

 

Extrato 

MF 

UF1 

UF2 

NF 

nd 
nd 

nd 

nd 
nd 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

nd 
nd 

nd 

nd 
nd 

+ 
- 

- 

+ 
+ 

nd 
nd 

nd 

nd 
nd 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 

- 
- 

1
Liberação da citocina Fator de Necrose Tumoral α.  

2
Ativação da enzima Óxido Nítrico Sintase Induzível. 

3
Não foi detectado. 

4
Polissacarídeo isolado utilizando cromatografia líquida, segundo Camelini et 

al. (2005). 

 

A maior massa molar dos polissacarídeos extraídos da 

frutificação tem aproximadamente o dobro daquele encontrado no 

extrato do micélio, porém ambos foram retidos por todas as membranas 

utilizadas. O polissacarídeo de massa molar 17 g.mol
-1

 foi extraído 

somente das frutificações e o de massa molar 21 g.mol
-1 

foi encontrado 

no micélio, obtido tanto em FES como FSm. Ambos os polissacarídeos 

foram separados pelas membranas MF e UF1, que retiveram 

polissacarídeos de maior massa molar. 

A quantidade da substância de massa molar 25 g.mol
-1

, presente 

no extrato do micélio em grãos interferiu no resultado do polissacarídeo 

de massa molar 310 g.mol
-1

. Quando foi adicionada a enzima -amilase 

houve a redução do polissacarídeo, evidenciando a presença de amido 

de origem vegetal em grande quantidade. A ausência desse 

polissacarídeo no extrato do micélio isolado confirma esse resultado. 
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Os cromatogramas dos extratos brutos da frutificação, micélio em 

grãos e micélio isolado estão representados na Figura 5.4. Podemos 

observar que o cromatograma do extrato do micélio em grãos após o uso 

da enzima é muito similar em relação aos polissacarídeos encontrados 

no cromatograma do extrato oriundo do micélio.  

 

 
Figura 5.4 – Cromatogramas obtidos por CLAE com detecção de IR para os 

extratos brutos obtidos da frutificação de Agaricus subrufescens (a), micélio em 

grãos (b), micélio isolado da FSm (c), após o uso da -amilase no extrato do 

micélio em grãos (d). 
 

Observarmos em Botelho-Cunha et al. (2010), a imobilização de 

enzimas no biorreator utilizado para separação dos oligossacarídeos 

hidrolisados através de membranas de nanofiltração. Como perspectiva, 

essa tecnologia poderia ser utilizada para hidrolisar o amido dos extratos 

de A. subrufescens cultivado em meio sólido. A caracterização dos 

retentados quanto a sua salinidade e teor de proteínas, também pode ser 

aplicada para as frações obtidas em nossos estudos.  

Podemos observar na Figura 5.4 um pico detectado com volume 

de permeação de aproximadamente 12 mL para todos os 

cromatogramas. Porém, esse constituinte não foi incluído nos resultados 

de massa molar dos constituintes devido a sua presença estar associada 

ao tempo de retenção do solvente dos polissacarídeos, ou seja, solução 

salina utilizada como fase móvel (NaCl 0,2M). Esse resultado foi 

evidenciado quando houve a análise dos padrões de massa molar e na 
injeção somente do solvente, também descrito por Ohno et al. (1986). 

A maior massa molar do polissacarídeo das frutificações (627 

g.mol
-1

) foi inferior à encontrada por outros autores (DONG et al., 2002; 

MIZUNO et al., 1990a). Para a maior massa do polissacarídeo do 
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micélio (310 g.mol
-1

), o valor foi próximo ao encontrado por Fujimiya et 

al. (1998) de 380 g.mol
-1

, e por Lin e Yang (2006) de 274 g.mol
-1

. 

Essas diferenças de massa molar dos polissacarídeos da 

frutificação e do micélio podem estar relacionadas a uma estrutura 

dinâmica da parede celular fúngica que está sujeita a modificações em 

diferentes fases na vida de um fungo. Para A. bisporus as diferenças 

foram encontradas no complexo glucana-glucosaminaglicana que dispõe 

de menor número de ligações nas frutificações para a reorientação da 

parede, aumentando a flexibilidade, permitindo elongação axial, e 

inserção de novos polímeros até um máximo de expansão. Por outro 

lado, no micélio existe um aumento na proporção de ramificações na 

cadeia principal do polissacarídeo, conferindo maior rigidez a parede 

celular (MOL; WESSELS, 1990). Isso, possivelmente, resulta em um 

polissacarídeo de menor massa molar quando extraído do micélio. 

Todos os polissacarídeos extraídos e retentados pelas membranas 

ativaram os macrófagos RAW 264.7 através da expressão da citocina 

TNF-α, inclusive as β-glucanas isoladas (controle). Porém, somente 

algumas amostras ativaram os macrófagos através da expressão de 

iNOS, como nos retentados da frutificação de MF e UF1, e β-glucanas, 

que não continham a substância de massa molar 17 g.mol
-1

. Também os 

polissacarídeos do extrato bruto do micélio e do seu retentado pela 

membrana de MF ativaram a expressão de iNOS. Na dosagem de óxido 

nítrico pelo método de Griess, as mesmas amostras não demonstraram 

atividade na mesma concentração (10 µg.mL
-1

 de cada amostra) 

utilizada na RT-PCR. Isso se deve à maior sensibilidade do método de 

RT-PCR, mesmo em baixas concentrações de polissacarídeos. 

Os polissacarídeos não expressaram mRNA da IL-2 dos linfócitos 

T de células Jurkat. Esses resultados estão em conformidade com o tipo 

de receptores de células do sistema imunológico que as glucanas mais 

comumente se ligam, ou seja, receptores presentes em macrófagos, 

monócitos, células endoteliais, células NK e células dendríticas 

(BERNARDSHAW et al., 2005; FØRLAND et al., 2010; SORIMACHI 

et al., 2001; YUMINAMOCHI et al., 2007). Por outro lado, Førland et 

al. (2010) relataram a expressão de IL-2 em células dendríticas 

derivadas de monócitos quando incubadas com o extrato de A. 

subrufescens, atividade que não foi encontrada em nossos resultados 

devido a diferença de célula utilizada.  

Shu, Wen e Lin (2003) também monitoraram a atividade dos 

polissacarídeos de diferentes massas molares no substrato líquido de 

cultivo de A. subrufescens, na mesma linhagem de macrófagos e 

expressão de TNF-α, analisando quantitativamente a liberação da 
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citocina através do método de ELISA, porém utilizando uma 

concentração de 100 µg.mL
-1

 de polissacarídeos. Foi observado que 

quanto maior a massa molar do polissacarídeo, maior a liberação da 

TNF-α. Neste trabalho todas as frações apresentaram ativação dessa 

citocina, pois todas continham os polissacarídeos de maior massa molar 

incluídas na sua composição. Por outro lado, a liberação de iNOS foi 

dependente da pureza do polissacarídeo de maior massa molar, ou seja, 

resultados positivos foram obtidos em frações que continham somente 

os polissacarídeos de maior massa molar oriundas das frutificações e do 

micélio em grãos.  

Xiao et al. (2007) utilizaram a tecnologia de membranas 

acopladas em série para separar os polissacarídeos do extrato de A. 

subrufescens. As membranas de MF, UF e NF acopladas permitiram 

fracionar os polissacarídeos em: massa molar menor que 10 g.mol
-1

, 

entre 10 e 50 g.mol
-1

, 50 a 100 g.mol
-1

, e maior que 100 g.mol
-1

. A 

filtração do extrato, primeiramente pela membrana de MF, proporciona 

uma diminuição no fouling das membranas subsequentes, evitando a 

obstrução dos poros. Para a fração com polissacarídeos maiores que 100 

g.mol
-1

 foi relatada acentuada atividade na proliferação de linfócitos de 

células esplênicas, num modelo ex vivo. 

Esses polissacarídeos, denominados imunomoduladores, são 

compostos que modificam as respostas biológicas ativando ou 

desativando o sistema imunológico. As células do sistema imunológico 

são normalmente ativadas por meio de antígenos específicos, porém 

algumas substâncias como as β-glucanas podem agir sobre essas células 

de maneira inespecífica (CHIRIGOS, 1992; DALMO; BØGWALD, 

2008). Os imunoestimulantes são utilizados para amplificar as respostas 

imunológicas que ocorrem naturalmente contra patógenos infecciosos e 

células tumorais (DALMO; BØGWALD, 2008; MIZUMOTO et al., 

2005). 

Células do sistema imunológico, como os macrófagos, estão 

envolvidas em diversos processos diferentes, como o remodelamento de 

tecidos durante a embriogênese e reparo de lesões, remoção de células 

lesadas, senescentes ou apoptóticas, subsequentes a uma injúria ou 

infecção, hemopoiese e homeostase, bem como o reconhecimento de 

células neoplásicas (HETLAND et al., 2008; MURPHY; BITTAR; 

BITTAR, 1996). A atividade pró-vasculogênica das β-glucanas de A. 

subrufescens em embriões de galinha descrita em Camelini et al. (2006) 

pode estar diretamente relacionada com essa propriedade dos 

macrófagos. 

Outra função dos macrófagos é prover uma linha de defesa contra 
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a invasão microbiológica, e também reconhecendo e eliminando as 

células tumorais. Esta atividade pode ocorrer de maneira direta, 

envolvendo a liberação de produtos como radicais de oxigênio e fatores 

de necrose tumoral, ou indiretamente, pela secreção de citocinas, 

processamento e apresentação de antígenos, regulando o sistema 

imunológico (KLIMP et al., 2002). Sendo assim, os macrófagos se 

incluem entre as principais células apresentadoras de antígenos (APC‟s), 

ficando na interface entre o sistema imunológico inato e adaptativo 

(JANEWAY, 2001). 

As β-glucanas isoladas das frutificações de A. subrufescens 

através de cromatografia líquida apresentaram somente o polissacarídeo 

de 627 g.mol
-1

. Esse resultado confirma que a estrutura (1 6)-(1 3)- -

glucanas (CAMELINI et al, 2005) é o polissacarídeo de maior massa 

molar, e que pode ser isolado também pela microfiltração.  

O extrato bruto e essas β-glucanas purificadas do isolado UFSC-

51, não apresentaram efeitos genotóxicos in vitro para células HepG2. 

Além de não apresentarem toxicidade ao DNA, proporcionaram 

atividade antigenotóxica nas concentrações de 5, 15 e 45 µg.mL
-1

. Essa 

atividade protetora foi proporcionada quando os danos foram induzidos 

no DNA por substâncias tóxicas como H2O2, bleomicina e 

doxorrubicina. Uma maior proteção foi demonstrada conforme o 

aumento das concentrações dos polissacarídeos (ANEXO). 

As β-glucanas isoladas foram mais efetivas na proteção ao dano 

causado por doxorrubicina do que os extratos brutos. Isto pode estar 

relacionado ao seu mecanismo de ação, pois a doxorrubicina, além de 

causar danos através dos radicais livres, pode interagir com a 

topoisomerase II formando complexos de DNA passíveis de clivagem. 

Adicionalmente, pela sua intercalação é possível inibir a replicação 

nucleotídica e a ação das enzimas DNA e RNA-polimerase (MINOTTI 

et al., 2004). Esses resultados foram apresentados por Angeli et al. 

(2009) e confirmam a segurança alimentar dos polissacarídeos extraídos 

do isolado UFSC-51 para o consumo humano, também demonstrada 

para outros isolados (ANGELI et al., 2006; BELLINI et al., 2003; 

GUTERREZ et al., 2004; LUIZ et al., 2003). 

Os polissacarídeos de A. subrufescens também apresentaram 

baixa citotoxicidade para as linhagens VERO and GMK AH1, porém 
não inibiram a replicação dos vírus causadores de herpes HSV-1 e HSV-

2 testadas in vitro. Quando os polissacarídeos foram modificados 

quimicamente por meio de sulfatação apresentaram massa molar 

reduzida de 627 g.mol
-1

 para 8 g.mol
-1

. Esse resultado implicou a quebra 
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da cadeia principal (1 6)- -glucanas, fato que foi analisado 

estruturalmente. A reação deveria ter aumentado a massa molar do 

polissacarídeo devido à adição de grupos sulfatos. Williams et al. (1991) 

também relataram uma diminuição da massa molar na sulfatação das 

glucanas de Saccharomyces cerevisiae devido a uma excessiva hidrólise 

provocada pelo ácido sulfúrico.  

Apesar da redução da massa molar, a atividade antiviral do 

polissacarídeo de A. subrufescens, modificado pela sulfatação, foi 

relevante para as duas cepas, inibindo a replicação viral. Essa ação 

virucida foi mais efetiva quando as células foram tratadas 

simultaneamente com o polissacarídeo sulfatado (SOUSA et al., 2007).  

Zhang et al. (2003) verificaram que a introdução de grupos 

iônicos em β-glucanas atuou não só aumentando a sua solubilidade 

aquosa, como também mudando o efeito de repulsão eletrostática 

exercida pelo hidrogênio e capacitando a cadeia polimérica a adotar 

conformação mais estendida em solução aquosa. Essa alteração 

conformacional aliada à presença de grupos sulfato foi sugerida como 

facilitadora da ligação do polissacarídeo às partículas virais, o que 

interferiria na adesão dos vírus às células hospedeiras. Assim, β-

glucanas sulfatadas podem ser consideradas como promissores agentes 

anti-HSV. 

Além dessa atividade antiherpética in vitro detectada para o 

extrato obtido de A. subrufescens modificado pela sulfatação, é 

importante ressaltar outros fatores relacionados a essa ação 

farmacológica como sua baixa toxicidade in vitro, o que habitualmente é 

um fator limitante na segurança de um fármaco; seu mecanismo de ação 

diferente dos fármacos atualmente disponíveis no mercado, como o 

aciclovir; sua ação inibitória da multiplicação viral, quando comparada a 

de outros compostos da mesma classe; e a ausência de atividade 

anticoagulante in vitro, comparada com a heparina, indicando 

seletividade de ação (SOUSA, 2008).  

Polissacarídeos obtidos do micélio de A. subrufescens em FES e 

FSm, e separados por membranas, estão sendo testados biologicamente 

em continuidade aos trabalhos. Esses processos permitem o aumento da 

produção e a padronização do processo de obtenção dos polissacarídeos 

bioativos. A membrana de microfiltração permite o isolamento do 
polissacarídeo de maior massa molar com segurança, já que o processo 

pode ser realizado com rapidez por meio da inclusão de maio pressão no 

sistema, diminuindo o risco de contaminações microbiológicas. 
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CAPÍTULO VI 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Agaricus subrufescens (=A. brasiliensis) é um fungo que vem 

sendo amplamente consumido no Brasil e em outros países, devido às 

suas propriedades nutricionais e medicinais, relacionadas principalmente 

aos polissacarídeos da parede celular. Processos biotecnológicos podem 

ser utilizados para aumento da escala produtiva desses polissacarídeos 

por meio de cultivo do micélio. 

O processo de produção requer permanentemente o uso de um 

isolado com características estáveis durante todas as fases do 

desenvolvimento. Portanto, previamente ao desenvolvimento do 

processo, foram estabelecidos métodos de preservação e recuperação do 

fungo. Os métodos estabelecidos foram os seguintes: cultivo em meio de 

batata dextrose ágar (BDA) inclinado em tubo de ensaios com a adição 

de carvão ativo (A); cultivo em BDA com adição de óleo mineral após 

crescimento miceliano (B); e discos dessa cultura imersos em água Mili 

Q (C), todos armazenados sob refrigeração a 8 °C durante um período 

de até 12 meses. Foi monitorada periodicamente a viabilidade do 

micélio, velocidade de crescimento radial e estabilidade genética com 

base na técnica de polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente 

(RAPD). 

Entre os métodos de preservação foram observadas variações na 

viabilidade do micélio: método A permitiu que o fungo mantivesse 75 % 

da viabilidade no período de estocagem inicial e final; no método B 50 

% da viabilidade foi mantida no final do período; e no método C 

apresentou completa perda de viabilidade no 12° mês após cultivo. Em 

geral, a velocidade de crescimento radial de A. subrufescens diminuiu ao 

longo do período de preservação. No entanto, maiores velocidades 

foram obtidas quando o meio BDA foi suplementado com carvão ativo. 

A similaridade genética do micélio mantido pelas técnicas A e B 

aumentou (> 99 %) quanto mais longo foi o período de preservação. O 

carvão ativo demonstrou ser um ingrediente eficiente para a preservação 

e recuperação do fungo A. subrufescens, sem alterações significativas na 

sua morfologia e genética durante o período de 12 meses de estocagem. 

Na produção de biomassa fúngica podem ser utilizados os 

processos de fermentação no estado sólido (FES) ou fermentação 

submersa (FSm). A FES para a produção de A. subrufescens utilizando 

como substrato grãos de trigo pré-tratados, teve como objetivo aumentar 

o conteúdo de polissacarídeo fúngico no meio. Esse polissacarídeo foi 

identificado como glucomanana de cadeia principal (1 2)- -mananas e 
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ramificações (1 3)- -glucanas. O tempo de cozimento e molho após o 

cozimento do grão, e consequentemente o teor de umidade, o pH do 

substrato, temperatura de incubação e a quantidade inicial de inoculante 

são fatores importantes na produção dessas glucomananas. O tempo de 

cozimento de 21 min., seguido de 24 min. de molho após o cozimento 

dos grãos de trigo, demonstrou ser ótimo para a produção das 

glucomananas pelo fungo. A adição de CaSO4 (até 3 %) e CaCO3 (até 1 

%) teve uma importante influência no pH do substrato. A concentração 

de glucomananas foi maior quando o substrato não foi suplementado 

com cálcio, ou com a adição máxima de 0,25 % CaCO3 (pH 6,6). A 

quantidade inicial de inoculante necessária para a melhor produção de 

glucomananas (6,89 mg.mL
-1

) foi aproximadamente 10,3 % (p/p), 

enquanto a temperatura ótima de incubação foi 27,2 °C. 

Agaricus subrufescens também foi cultivado em meio líquido 

(FSm), em hidrolisados dos resíduos agroindustriais, farelo de trigo (FT) 

e do resíduo da cervejaria (RC). A concentração de HCl, o tempo de 

hidrólise, a suplementação do hidrolisado, o pH inicial e a temperatura 

de incubação são fatores que influenciam a produção da biomassa, 

quantidade de carbono e bioconversão.  

Para a FSm de A. subrufescens nos hidrolisados de FT e RC 

verificou-se que a concentração de HCl e o tipo de resíduo foram 

importantes na produção de biomassa. Os menores valores de carvão 

ativo durante a hidrólise e de
 
NH4NO3 usado como suplemento nos 

hidrolisados, 2 g.L
-1

 e 1 g.L
-1

, respectivamente, foram usados nos 

experimentos subsequentes. 

Verificou-se uma maior biomassa de A. subrufescens nos 

substratos com hidrolisados de RC (9,65 g.L
-1

) e FT (22,1 g.L
-1

) obtidos 

usando-se a concentração de HCl 0,45 % e o tempo de 20 min. de 

hidrólise. O carbono no hidrolisado de RC foi maior conforme o 

aumento da concentração de HCl e o tempo de hidrólise, com valor de 

18,7 g.L
-1

 para os valores de HCl 0,45 % e 40 min. de hidrólise. Já a 

bioconversão do carbono do resíduo RC em biomassa fúngica atingiu 

valores próximos de 93,8 % quando se utilizou a concentração de HCl 

0,15 % e o tempo de 20 min de hidrólise. 

Para os hidrolisados de FT, o carbono resultou em concentração 

superior, atingindo 28,1 g.L
-1

 quando se utilizou com HCl 0,51 % e 30 
min de hidrólise. A bioconversão de FT atingiu valores próximos de 90 

% para a concentração de HCl 0,3 % e 30 min de hidrólise. Também foi 

obtida maior biomassa de A. subrufescens em substrato com pH 5,3 e 

temperatura de incubação de 30 ºC. A definição dos parâmetros ótimos 

para crescimento de A. subrufescens foram importante na obtenção dos 
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polissacarídeos da parede celular. 

Polissacarídeos extraídos da frutificação (controle), do micélio 

em grãos e do micélio obtido em meio líquido foram separados pela 

massa molar utilizando-se membranas de microfiltração (MF), 

ultrafiltração (UF1 e UF2) e nanofiltração (NF). O rendimento de 

retenção das frações e a massa molar dos polissacarídeos foram 

determinados por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com 

detector de Índice de Refração (CLAE-IR). As frações dos 

polissacarídeos foram testadas na ativação de macrófagos in vitro por 

meio da expressão dos mRNAs do Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) 

e Óxido Nítrico Sintase Induzível (iNOS). 

Na separação com membranas houve aumento da retenção dos 

polissacarídeos de todos os extratos à medida que o tamanho dos poros 

da membrana diminuiu. A maior retenção ocorreu na membrana MF 

para os polissacarídeos oriundos do micélio (48,7 %). Já a menor 

retenção (13,9 %) foi obtida para o extrato do micélio em grãos. A 

membrana UF2, com poros menores do que UF1, reteve quantidades 

similares, cerca de 70 %, tanto nos polissacarídeos da frutificação como 

no micélio em grãos. A membrana NF permitiu retenção praticamente 

total para todos os polissacarídeos. A maior massa molar dos 

polissacarídeos extraídos da frutificação (627 g.mol
-1

) foi 

aproximadamente o dobro daquele encontrado no extrato do micélio 

(310 g.mol
-1

), obtido tanto em FES como FSm. Ambos os 

polissacarídeos foram retidos por todas as membranas de filtração 

utilizadas. O polissacarídeo de massa molar 17 g.mol
-1

 foi extraído 

somente das frutificações e o de massa molar 21 g.mol
-1 

foi encontrado 

no micélio. Esses polissacarídeos foram separados pelas membranas MF 

e UF1, favorecendo a separação e retenção do polissacarídeo de maior 

massa molar. Todos os polissacarídeos dos extratos brutos e os 

retentados nas membranas ativaram os macrófagos através da expressão 

da citocina TNF-α. Porém, somente os extratos brutos da frutificação e 

do micélio (cultivo líquido) e seus polissacarídeos de maior massa molar 

ativaram os macrófagos através da expressão de iNOS.  

Resultados importantes também foram obtidos após análise de 

citotoxicidade e genotoxicidade dos polissacarídeos das frutificações, 

sugerindo que o consumo do isolado UFSC 51 é seguro. O 

polissacarídeo protegeu ainda o DNA de danos causados por substâncias 

tóxicas, além de apresentar atividade antiherpética quando foi sulfatado. 

Baseado nesses resultados, pesquisas complementares estão sendo 

desenvolvidas para a obtenção de produtos biotecnológicos com 

finalidade nutricêutica e farmacêutica. 
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CAPÍTULO VII 

CONCLUSÕES 
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7 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento na área de 

preservação de A. subrufescens visando a produção de biomassa fúngica 

e polissacarídeos para a alimentação e saúde, por meio de processos tais 

como a fermentação em estado sólido a base de grãos de trigo e a 

submersa utilizando hidrolisados de resíduos agroindustriais. A 

utilização de membranas para a separação de polissacarídeos bioativos 

em função de sua massa molar viabiliza a obtenção de frações de 

interesse biotecnológico em escala industrial, com possibilidade de 

redução dos custos de produção. 

No que se refere ao método de preservação de A. subrufescens, o 

carvão ativo demonstrou ser um ingrediente eficiente na composição do 

meio de cultura, tanto para o armazenamento quanto para a recuperação 

do fungo, sem causar alterações significativas nas suas características 

morfológicas e genéticas, durante o período de até 12 meses de 

estocagem, na metodologia utilizada. 

A definição e a otimização dos principais fatores para a FES de 

A. subrufescens e obtenção de polissacarídeos bioativos são 

fundamentais para o aumento da escala produtiva, podendo contribuir 

para a área de alimentos funcionais. O polissacarídeo do micélio de A. 
subrufescens obtido por meio da FES foi identificado como 

glucomanana, similar ao obtido do micélio cultivado em FSm. A 

quantificação das glucomananas em substrato sólido por meio da 

CLAE-IR também é uma inovação. Essa técnica é promissora na 

utilização das glucomananas como indicador de biomassa em substratos 

sólidos. 

Para a FSm de A. subrufescens, a utilização dos hidrolisados de 

resíduos agroindustriais, como o farelo de trigo e resíduo da cervejaria, 

representam uma fonte adequada de carbono para o crescimento do 

fungo e obtenção de polissacarídeos. Esse aproveitamento dos resíduos 

pode diminuir os custos de produção além de destinar os resíduos de 

forma apropriada. 

Todos os polissacarídeos, tanto da frutificação quanto do micélio, 

obtidos em substratos sólido e líquido, e suas frações separadas pela 

massa molar, ativaram os macrófagos pela expressão da citocina TNF-α. 

Porém, somente as frações contendo polissacarídeos de maior massa 

molar, extraídos das frutificações e do micélio puro de A. subrufescens, 

foram capazes de ativar os macrófagos pela expressão de iNOS. Além 

disso, os polissacarídeos das frutificações também não apresentam 

efeitos citotóxicos nem genotóxicos, corroborando com a segurança do 
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consumo do isolado UFSC 51. 

A análise da massa molar dos polissacarídeos e a atividade 

biológica in vitro em células do sistema imunológico podem ser 

utilizadas para a seleção da fração de interesse biotecnológico. Além 

disso, essas análises podem ser realizadas para monitorar a qualidade do 

produto final também em escala comercial de produção.  

Baseado nesses resultados, pesquisas complementares estão 

sendo desenvolvidas para a obtenção de produtos biotecnológicos com 

finalidade nutricêutica e farmacêutica. Sendo assim, a escolha do 

processo dependerá de diversos fatores, entre os quais estão aqueles 

relacionados à finalidade do produto, aos aspectos econômicos, e a 

qualidade do produto final. 
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APÊNDICE A – MATRIZ DO COEFICIENTE DE 

SIMILARIDADE DE DICE BASEADA NA ANÁLISE DE RAPD 

 
Tabela 1A - Matriz do coeficiente de similaridade DICE obtida a partir dos 

perfis eletroforéticos utilizando os iniciadores AB1 a AB10 do DNA total de 

Agaricus subrufescens oriundos do micélio no 4° mês de preservação em tubos 

contendo meio BDA com carvão ativo (A1 e A2), BDA com óleo mineral (B1 e 

B2), ou discos em água (C1 e C2); em diferentes meios de recuperação: BDA 

(1) ou BDA com adição de carvão ativo (2), comparativamente com o micélio 

antes da preservação (0) e a frutificação (FR). 

 FR  0  A1  A2  B1  B2  C1  C2  

FR  X         

0  0,912  X        

A1  0,912  0,968  X       

A2  0,919  0,960  0,992  X      

B1  0,903  0,960  0,960  0,967  X     

B2  0,910 0,951  0,968  0,975  0,992  X    

C1  0,927  0,967  0,984  0,992  0,975  0,983  X   

C2  0,927  0,967  0,984  0,992  0,975  0,983  1,000  X  

 

 
Tabela 2A - Matriz do coeficiente de similaridade DICE obtida a partir dos 

perfis eletroforéticos utilizando os iniciadores AB1 a AB10 do DNA total de 

Agaricus subrufescens oriundos do micélio no 8° mês de preservação em tubos 

contendo meio BDA com carvão ativo (A1 e A2), BDA com óleo mineral (B1 e 

B2), ou discos em água (C1 e C2); em diferentes meios de recuperação: BDA 

(1) ou BDA com adição de carvão ativo (2), comparativamente com o micélio 

antes da preservação (0) e a frutificação (FR). 

 FR  0  A1  A2  B1  B2  C1  C2  

FR  X         

0  0,874  X        

A1  0,896  0,930  X       

A2  0,896  0,930  1,000  X      

B1  0,890  0,937  0,993  0,993  X     

B2  0,896 0,930  1,000  1,000  0,992  X    

C1  0,910  0,944  0,985  0,985  0,978  0,985  X   

C2  0,910  0,944  0,985  0,985  0,978  0,985  1,000  X  
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Tabela 3A - Matriz do coeficiente de similaridade DICE obtida a partir dos 

perfis eletroforéticos utilizando os iniciadores AB1 a AB10 do DNA total de 

Agaricus subrufescens oriundos do micélio no 12° mês de preservação em tubos 

contendo meio BDA com carvão ativo (A1 e A2), ou BDA com óleo mineral 

(B1 e B2); em diferentes meios de recuperação: BDA (1) ou BDA com adição 

de carvão ativo (2), comparativamente com o micélio antes da preservação (0) e 

a frutificação (FR). 

 FR 0  A1  A2  B1  B2  

FR  X       

0  0,926  X      

A1  0,913  0,968  X     

A2  0,913  0,968  1,000  X    

B1  0,935  0,968  0,978  0,978  X   

B2  0,913 0,968  1,000  1,000  0,978  X  
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APÊNDICE B – ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS 

PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS DO CULTIVO DE 

Agaricus subrufescens EM GRÃOS 

 

 
Figura 1B – Curva analítica para o padrão de glucomanana nas concentrações 

entre 0,187 e 3,00 mg.mL
-1

 em relação as áreas dos picos de glucomananas 

detectadas por CLAE-IR. 

 

 

Tabela 1B - Variação intra- and inter-dia das áreas dos picos de glucomananas 

detectadas por CLAE-IR. 

Aná 

lise 

Glucoma

nanas 

(mg.mL
-1

) 

Área do pico CV (%)* 

Intra-dia (n=3) 
Inter-

dia 

Intra-

dia 

Inter

-dia 

1 0,375 15195 15179 15419 15264 0,88 3,00 

2 0,375 14730 14510 14713 14651 0,84  

3 0,375 15279 15764 15573 15539 1,57  

4 0,75 32020 32201 32831 32351 1,32 1,24 

5 0,75 31345 31885 31450 31560 0,91  

6 0,75 31650 31685 32515 31950 1,53  

7 1,50 61749 62424 60443 61539 1,64 5,17 

8 1,50 64929 64030 64089 64349 0,78  

9 1,50 68571 68018 68016 68202 0,47  

*Coeficiente de variação relativo à média das análises. 
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Tabela 2B – Exatidão do método de CLAE-IR. 

Glucomananas 

(mg mL
-1

) 

Exatidão (%) 

(n=3) 

DP 

(%)
b 

0,375 91,18 87,00 93,06 3,10 

0,75 103,86 101,17 102,50 1,35 

1,50 101,70 106,50 113,07 5,70 

Média
a 

100,00 8,16 
            a

Refere-se a média de todas medidas da exatidão. 

       
b
Desvio padrão da média. 

 

 

Tabela 3B – Áreas dos picos obtidos de diferentes amostras determinada através 

de CLAE-IR. 

Amostras Área do pico (n=3) CV (%)* 

1 49285 50723 49312 1,65 

2 53775 53650 53670 0,13 

3 61159 60086 60408 0,91 

              *Coeficiente de variação relativo à média das análises. 

 

 

Tabela 4B- Cálculo dos contrastes para o planejamento experimental fatorial 

fracionário saturado e espelho 2
7-4

 para a concentração de glucomanana 

considerando os fatores volume de água de cozimento (A), quantidade de 

carbonato de cálcio (B), tempo de cozimento (C), tempo de molho após o 

cozimento (D), tempo de descanso após cozimento (E), tempo de autoclavagem 

(F) e inóculo inicial (G). 
Fator ℓi ℓi’ ½ (ℓi + ℓi’) ½ (ℓi - ℓi’) 

A -0,08 0,73 0,28 BD + CE + FG= -0,40 
B 0,59 -0,24 0,17 AD + CF + DG= 0,35 

C 1,95 1,71 1,83 AE + CF + EF= 0,12 

D 1,86 1,29 1,57 AB + CG + EF= 0,28 
E 0,12 -0,27 -0,07 AC + BG + DF= 0,19 

F 0,19 -0,59 -0,20 BC + AG + DE= 0,39 

G 1,11 -0,05 0,53 CD + BE + AF= 0,58 
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Tabela 5B – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores tempo de cozimento e tempo de molho após o 

cozimento para a resposta do teor de umidade dos grãos. 

Fator 
Coeficiente 

de regressão 

Desvio 

padrão 
t(13) P -95 % +95 % 

Média 24,80167 1,159955 21,3816 0,000000 22,29574 27,30761 
(1)tempo de 

cozimento (L) 
0,46686 0,073229 6,3753 0,000024 0,30866 0,62506 

Tempo de 

cozimento (Q) 
0,00076 0,001555 0,4867 0,634559 -0,00260 0,00411 

(2) tempo de 

molho(L) 
0,97038 0,073229 13,2513 0,000000 0,81218 1,12858 

Tempo de 

molho(Q) 
-0,01608 0,001555 

-

10,3440 
0,000000 -0,01944 -0,01272 

1L e 2L -0,00487 0,001822 -2,6753 0,019071 -0,00881 -0,00094 

 

 

Tabela 6B - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático da influência 

dos fatores tempo de cozimento e tempo de molho após o cozimento para a 

resposta do teor de umidade dos grãos.  

Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 366,9021 5 73,38042 F5,16  

Resíduos 17,2488 16 1,07805 68,06 2,85 

Falta de 

ajuste 
13,7955 

3 4,59850 F3,13  

Erro puro 3,4533 13 0,26563 17,31 3,41 

Total 384,1509 21    

Variação explicada: 95,50 %  

Máxima de variação explicável: 99,10 % 

 

 

Tabela 7B – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores tempo de cozimento e tempo de molho após o 

cozimento para a resposta da glucomananas. 

Fator 

Coefici 

ente de 

regressão 

Desvio 

padrão 
t(13) P -95 % +95 % 

Média 0,206595 0,301409 0,6854 0,505112 -0,444559 0,857749 
(1)tempo de 

cozimento (L) 
0,328727 0,019028 17,2759 0,000000 0,287620 0,369835 

Tempo de 
cozimento (Q) 

-0,007317 0,000404 -18,1141 0,000000 -0,008190 -0,006444 

(2) tempo de 

molho(L) 
0,242257 0,019028 12,7315 0,000000 0,201149 0,283364 

Tempo de 

molho(Q) 
-0,004292 0,000404 -10,6250 0,000000 -0,005165 -0,003419 

1L e 2L -0,001637 0,000473 -3,4575 0,004246 -0,002660 -0,000614 
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Tabela 8B - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático da influência 

dos fatores tempo de cozimento e tempo de molho após o cozimento para a 

resposta concentração de glucomananas. 

Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 10,40514 5 2,081028 F5,16  

Resíduos 1,96097 16 0,122561 16,97 2,85 

Falta de 

ajuste 1,72674 

 

3 

 

0,575580 

 

F3,13 

 

Erro puro 0,23423 13 0,018018 31,94 3,41 

Total 12,36611 21    

Variação explicada: 84,14 % 

Máxima de variação explicável: 98,10 % 

 

 

Tabela 9B – Coeficientes para o modelo linear do delineamento experimental 

completo 2
2
 com pontos centrais para os fatores gesso e calcita para a resposta 

do pH. 

Fator 

Coeficien 

te de 

regressão 

Desvio 

padrão 
t(9) P -95 % +95 % 

Média 6,405000 0,010138 631,7853 0,000000 6,382066 6,427934 
Curvatura -0,058750 0,007743 -7,5875 0,000034 -0,076266 -0,041234 

(1)gesso (%) -0,198333 0,004779 -41,5004 0,000000 -0,209144 -0,187522 

(2)cal (%) 0,895000 0,014337 62,4250 0,000000 0,862567 0,927433 
1 e 2 0,031667 0,006759 4,6854 0,001144 0,016378 0,046956 

 

 

Tabela 10B - Análise de variância para ajuste do modelo linear da influência 

dos fatores gesso e calcita para a resposta do pH. 
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 2,380638 3 0,793546 F3,10  
Resíduos 0,013684 10 0,001368 579,90 3,70 

F. ajuste 0,011834 1 0,011834 F1,9  
Erro puro 0,00185 9 0,000206 57,57 5,12 

Total 2,394322 13    

Variação explicada: 99,42 % 

Máxima de variação explicável: 99,92 % 
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Tabela 11B – Coeficientes para o modelo linear do delineamento experimental 

completo 2
2
 com pontos centrais para os fatores gesso e calcita para a resposta 

da glucomananas. 

Fator 
Coeficiente 

de regressão 

Desvio 

padrão 
t(9) P -95 % +95 % 

Média 6,188906 0,070906 87,28287 0,000000 6,02851 6,349307 
Curvatura 0,142887 0,054156 2,63846 0,026982 0,02038 0,265396 

(1)gesso (%) -0,217626 0,033426 -6,51078 0,000110 -0,29324 -0,142012 

(2)cal (%) -0,903906 0,100277 -9,01412 0,000008 -1,13075 -0,677065 
1 e 2 0,168202 0,047271 3,55826 0,006136 0,06127 0,275136 

 

 

Tabela 12B - Análise de variância para ajuste do modelo linear da influência 

dos fatores gesso e calcita para a resposta da glucomananas. 
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 1,29741 3 0,43247 F3,10  

Resíduos 0,16050 10 0,01605 26,94 3,70 

Falta de 
ajuste 0,07000 

 
1 

 
0,07000 

 
F1,9 

 

Erro puro 0,09049 9 0,01005 6,96 5,12 

Total 1,45791 13    

Variação explicada: 88,99 % 

Máxima de variação explicável: 93,79 % 

 

 

Tabela 13B – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores temperatura de incubação e quantidade de inóculo 

inicial para a resposta da concentração de glucomananas. 

Fator 

Coefici 

ente de 

regressão 

Desvio 

padrão 
t(13) P -95 % +95 % 

Média -34,6509 5,423142 -6,38945 0,000024 -46,3669 -22,9349 

(1)temperatura 

(oC) (L) 
2,7470 0,394580 6,96182 0,000010 1,8946 3,5994 

temperatura 

(oC) (Q) 
-0,0496 0,007474 -6,64272 0,000016 -0,0658 -0,0335 

(2)inóculo 
(%) (L) 

0,8145 0,190913 4,26653 0,000919 0,4021 1,2270 

inóculo 

(%)(Q) 
-0,0332 0,004204 -7,89414 0,000003 -0,0423 -0,0241 

1L e 2L -0,0047 0,006570 -0,71371 0,488023 -0,0189 0,0095 
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Tabela 14B - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático da 

influência dos fatores temperatura de incubação e quantidade de inóculo inicial 

para a resposta da concentração de glucomananas. 
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 7,535412 5 1,507082 F5,16  
Resíduos 0,679923 16 0,042495 35,46 2,85 

Falta de 

ajuste 0,033419 

3 
0,011140 

F3,13  

Erro puro 0,646504 13 0,049731 0,22 3,41 

Total 8,215335 21    

Variação explicada: 91,72 % 

Máxima de variação explicável: 92,13 % 
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APÊNDICE C - ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS 

PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS DO CULTIVO DE 

Agaricus subrufescens EM HIDROLISADOS DE RESÍDUOS 

AGROINDUSTRIAS 

 
Tabela 1C – Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para a resposta 

da biomassa no 7º dia de cultivo.  

Fator Efeito 
Desvio 

padrão 
t(8) P -95 % +95 % 

Média 4,29625 0,320518 13,40407 0,000001 3,55713 5,035367 

(1)Tempo 

hidrólise 
2,36250 0,641037 3,68544 0,006171 0,88427 3,840733 

(2)HCl 0,58500 0,641037 0,91258 0,388135 -0,89323 2,063233 
(3)Resíduo 3,09500 0,641037 4,82812 0,001308 1,61677 4,573233 

1 e 2 -0,56000 0,641037 -0,87358 0,407801 -2,03823 0,918233 

1 e 3 0,81000 0,641037 1,26358 0,241958 -0,66823 2,288233 
2 e 3 -1,47250 0,641037 -2,29706 0,050703 -2,95073 0,005733 

1*2*3 -0,84250 0,641037 -1,31428 0,225183 -2,32073 0,635733 

 

 

Tabela 2C – Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para a resposta 

da biomassa no 14º dia de cultivo. 

Fator Efeito 
Desvio 

padrão 
t(8) P -95 % +95 % 

Média 10,59000 0,100542 105,3296 0,000000 10,35815 10,82185 

(1)Tempo 
hidrólise 

2,12250 0,201083 10,5553 0,000006 1,65880 2,58620 

(2)HCl 2,41000 0,201083 11,9851 0,000002 1,94630 2,87370 

(3)Resíduo 6,34000 0,201083 31,5293 0,000000 5,87630 6,80370 
1 e 2 0,82250 0,201083 4,0904 0,003484 0,35880 1,28620 

1 e 3 -1,00750 0,201083 -5,0104 0,001039 -1,47120 -0,54380 

2 e 3 2,51000 0,201083 12,4824 0,000002 2,04630 2,97370 
1*2*3 0,72250 0,201083 3,5930 0,007053 0,25880 1,18620 

 

 

Tabela 3C – Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para a 

concentração de carbono nos hidrolisados. 

Fator Efeito 
Desvio 

padrão 
t(8) P -95 % +95 % 

Média 14,34000 0,044274 323,8947 0,000000 14,23790 14,44210 

(1)Tempo 

hidrólise 
3,09750 0,088547 34,9813 0,000000 2,89331 3,30169 

(2)HCl 3,68250 0,088547 41,5879 0,000000 3,47831 3,88669 

(3)Resíduo 5,87750 0,088547 66,3770 0,000000 5,67331 6,08169 

1 e 2 -0,40000 0,088547 -4,5174 0,001957 -0,60419 -0,19581 
1 e 3 -0,14500 0,088547 -1,6375 0,140152 -0,34919 0,05919 

2 e 3 0,20500 0,088547 2,3151 0,049291 0,00081 0,40919 

1*2*3 -0,76750 0,088547 -8,6677 0,000024 -0,97169 -0,56331 
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Tabela 4C- Efeitos das alises do planejamento experimental fatorial incompleto 

2
4-1

 dos fatores limitantes na composição do hidrolisado. 

Fator Alises 

1) HCl (%)  

2) NH4NO3 (g.L
-1

)  

3) Resíduo (FT e RC)  

4) Carvão ativo (g.L
-1

)  

1 x 2 3 4 

1 x 3 2 4 

1 x 4 2 3 

 

 

Tabela 5C- Cálculo dos contrastes e respectivos índices estatísticos para a 

resposta da biomassa do planejamento experimental fatorial incompleto 2
4-1

 dos 

fatores limitantes na composição do hidrolisado. 

Fator Efeito 
Desvio 

padrão 
t(16) P -95 % +95 % 

Média 14,11292 0,223928 63,02424 0,000000 13,63821 14,58762 

(1)Conc HCl 3,53750 0,447857 7,89873 0,000001 2,58809 4,48691 
(2)NH4NO3 -0,55250 0,447857 -1,23365 0,235148 -1,50191 0,39691 

(3)Resíduo 7,67917 0,447857 17,14648 0,000000 6,72975 8,62858 

(4)Carvão 0,83917 0,447857 1,87374 0,079349 -0,11025 1,78858 
1 e 2 -0,54083 0,447857 -1,20760 0,244749 -1,49025 0,40858 

1 e 3 1,10417 0,447857 2,46545 0,025375 0,15475 2,05358 

1 e 4 1,54750 0,447857 3,45535 0,003257 0,59809 2,49691 

 

 

Tabela 6C – Cálculo dos efeitos e respectivos índices estatísticos para a resposta 

da biomassa obtida no cultivo de A. subrufescens no hidrolisado do resíduo RC. 

Fator Efeito 
Desvio 

padrão 
t(13) P -95 % +95 % 

Média 7,93333 0,131265 60,4374 0,000000 7,64975 8,21691 

(1)HCl (L) 2,05394 0,160766 12,7759 0,000000 1,70662 2,40125 

HCl (Q) -2,12021 0,191350 -11,0802 0,000000 -2,53360 -1,70682 

(2) Tempo 
hidrólise (L) 

-1,54755 0,160766 -9,6261 0,000000 -1,89486 -1,20023 

Tempo 

hidrólise (Q) 
0,30229 0,191350 1,5798 0,138172 -0,11110 0,71568 

1 e 2 -1,10000 0,227358 -4,8382 0,000324 -1,59118 -0,60882 
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Tabela 7C – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores concentração de HCl e tempo de hidrólise do 

resíduo RC para a resposta da biomassa de Agaricus subrufescens obtida no 

cultivo.  
Fator Regressão Desvio  

padrão 

t(13) P -95 % +95 % 

Média 2,0206 1,193404 1,6932 0,114237 -0,5576 4,5988 
(1)HCl (L) 46,1159 3,459142 13,3316 0,000000 38,6429 53,5889 

 HCl (Q) -47,1157 4,252228 -11,0802 0,000000 -56,3021 -37,9294 

(2)Tempo de 
hidrólise (L) 

-0,0581 0,062265 -0,9326 0,368049 -0,1926 0,0764 

Tempo de 

hidrólise (Q) 
0,0015 0,000957 1,5798 0,138172 -0,0006 0,0036 

1L e 2L -0,3667 0,075786 -4,8382 0,000324 -0,5304 -0,2029 

 

 

Tabela 8C - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático para a 

resposta da biomassa do cultivo no hidrolisado do resíduo RC.  
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 44,2165 5 8,84330 F5,16  

Resíduos 3,5806 16 0,22379 39,51 2,85 

Falta de 
ajuste 

2,2367 3 0,74556 F3,13  

Erro puro 1,3439 13 0,10334 7,21 3,41 

Total 47,7972 21    

Variação explicada: 92,50 % 

Máxima de variação explicável: 97,18 % 

 

 

Tabela 9C – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores concentração de HCl e tempo de hidrólise do 

resíduo RC para a resposta da concentração de carbono no hidrolisado.  
Fator Regressão Desvio 

 padrão 

t(13) P -95 % +95 % 

Média -0,6374 1,367594 -0,46604 0,648897 -3,5919 2,3172 

(1)HCl (L) 51,8927 3,964042 13,09086 0,000000 43,3289 60,4565 
HCl (Q) -48,6250 4,872888 -9,97868 0,000000 -59,1522 -38,0978 

(2)Tempo de 

hidrólise (L) 
0,0034 0,071353 0,04705 0,963192 -0,1508 0,1575 

Tempo de 

hidrólise (Q) 
0,0008 0,001096 0,68577 0,504906 -0,0016 0,0031 

1L e 2L 0,1778 0,086848 2,04726 0,061399 -0,0098 0,3654 
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Tabela 10C - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático para a 

resposta da concentração de carbono hidrolisado do resíduo RC. 
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 315,9039 5 63,1807 F5,16  
Resíduos 11,9285 16 0,7455 84,74 2,85 

Falta de 

ajuste 
10,1635 

3 3,3878 F3,13  

Erro puro 1,7650 13 0,1357 24,96 3,41 

Total 327,8324 21    

Variação explicada: 96,36 % 

Máxima de variação explicável: 99,46 % 

 

 

Tabela 11C – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores concentração de HCl e tempo de hidrólise do 

resíduo RC para a resposta da bioconversão do carbono no hidrolisado em 

biomassa de Agaricus subrufescens. 
Fator Regressão Desvio  

padrão 

t(13) P -95 % +95 % 

Média 161,202 11,03762 14,60475 0,000000 137,356 185,047 

(1) HCl (L) -203,606 31,99311 -6,36405 0,000025 -272,723 -134,489 

HCl (Q) 116,455 39,32826 2,96111 0,011034 31,492 201,419 

(2)Tempo de 

hidrólise (L) 
-2,442 0,57588 -4,24018 0,000965 -3,686 -1,198 

Tempo de 

hidrólise (Q) 
0,016 0,00885 1,81266 0,093033 -0,003 0,035 

1L e 2L 1,066 0,70093 1,52052 0,152323 -0,448 2,580 

 

 

Tabela 12C - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático para a 

resposta da bioconversão do carbono no hidrolisado do resíduo RC em 

biomassa de Agaricus subrufescens.  
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 5986,131  5 1197,226 F5,16  

Resíduos 511,170 16 31,948 37,47 2,85 
Falta de 

ajuste 
396,204 

3 132,068 F3,13  

Erro puro 114,966 13 8,843 14,93 3,41 
Total 6497,301 21    

Variação explicada: 92,13 % 

Máxima de variação explicável: 90,36 % 
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Tabela 13C - Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores concentração de HCl e tempo de hidrólise do 

resíduo FT para a resposta da biomassa de Agaricus subrufescens obtida no 

cultivo.  
Fator Regressão Desvio  

padrão 

t(13) P -95 % +95 % 

Média -8,9289 2,83434 -3,15025 0,007668 -15,052 -2,8057 
(1) HCl (L) 100,1156 8,21547 12,18624 0,000000 82,367 117,8640 

HCl (Q) -97,1458 10,09905 -9,61931 0,000000 -118,963 -75,3282 

(2)Tempo de 
hidrólise (L) 

0,6618 0,14788 4,47552 0,000625 0,342 0,9813 

Tempo de 

hidrólise (Q) 
-0,0075 0,00227 -3,28483 0,005918 -0,012 -0,0026 

1L e 2L -0,5267 0,17999 -2,92606 0,011802 -0,916 -0,1378 

 

 

Tabela 14C - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático para a 

resposta da biomassa do cultivo no hidrolisado do resíduo FT.  
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 307,9864 5 61,5972 F5,16  

Resíduos 19,7750 16 1,2359 49,84 2,85 

Falta de ajuste 12,1941 3 4,0647 F3,13  
Erro puro 7,5809 13 0,5831 6,97 3,41 

Total 327,7614 21    

Variação explicada: 93,96 %.  

Máxima de variação explicável: 93,90 % 

 

 

Tabela 15C – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores concentração de HCl e tempo de hidrólise para a 

resposta da concentração do carbono no hidrolisado do resíduo FT. 
Fator Regressão Desvio  

padrão 

t(13) P -95 % +95 % 

Média -5,4876 2,327380 -2,35786 0,034713 -10,5156 -0,4596 

(1) HCl (L) 68,7772 6,746028 10,19521 0,000000 54,2033 83,3511 

HCl (Q) -47,7931 8,292708 -5,76327 0,000066 -65,7085 -29,8778 
(2)Tempo de 

hidrólise (L) 
0,8136 0,121429 6,69996 0,000015 0,5512 1,0759 

Tempo de 
hidrólise (Q) 

-0,0102 0,001866 -5,45216 0,000111 -0,0142 -0,0061 

1L e 2L -0,3215 0,147798 -2,17504 0,048676 -0,6408 -0,0022 
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Tabela 16C - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático para a 

resposta da concentração de carbono no hidrolisado do resíduo FT. 
Fonte de 

variação 

Soma quadrática Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 378,7940 5 75,758 F5,16  
Resíduos 12,8660 16 0,804 94,20 2,85 

Falta de 

ajuste 
7,7548 

3 2,584 F3,13  

Erro puro 5,1116 13 0,393 6,57 3,41 

Total 391,6605 21    

Variação explicada: 96,71 % 

Máxima de variação explicável: 98,69 % 

 

 

Tabela 17C – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores concentração de HCl e tempo de hidrólise do 

resíduo FT para a resposta da bioconversão do carbono no hidrolisado em 

biomassa de Agaricus subrufescens. 
Fator Regressão Desvio  

padrão 

t(13) P -95 % +95 % 

Média  67,202 19,36821 3,46969 0,004148 25,359 109,044 

(1) HCl (L) 208,259 56,13975 3,70965 0,002621 86,976 329,541 

HCl (Q) -284,456 69,01106 -4,12189 0,001203 -433,545 -135,366 

(2)Tempo de 

hidrólise (L) 
-0,509 1,01052 -0,50322 0,623229 -2,692 1,675 

Tempo de 

hidrólise (Q) 
0,010 0,01553 0,67551 0,511192 -0,023 0,044 

1L e 2L -0,968 1,22996 -0,78667 0,445582 -3,625 1,690 

 

 

Tabela 18C - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático para a 

resposta da bioconversão do carbono no hidrolisado em biomassa de Agaricus 

subrufescens. 
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 658,181 5 131,6070 F5,16  

Resíduos 483,039 16 30,1890 4,35 2,85 
Falta de ajuste 129,043 3 9,9263 F3,13  

Erro puro 353,996 13 27,2304 0,36 3,41 

Total 1141,075 21    

Variação explicada: 57,68 % 

Máxima de variação explicável: 68,97 % 
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Tabela 19C – Coeficientes para o modelo quadrático do delineamento composto 

central rotacional dos fatores temperatura de incubação e pH inicial para a 

resposta da biomassa no hidrolisado do resíduo RC. 

Fator 

Coefici 

ente de 

regressão 

Desvio 

padrão 
t(13) P -95 % +95 % 

Média 12,23167 0,200701 60,94473 0,000000 11,79808 12,66525 

(1)temperatura (L) 5,29572 0,245807 21,54419 0,000000 4,76469 5,82676 

temperatura (Q) -0,29917 0,292569 -1,02255 0,325174 -0,93122 0,33289 
(2)pH inicial (L) -1,99020 0,245807 -8,09657 0,000002 -2,52123 -1,45916 

pH inicial (Q) -0,90167 0,292569 -3,08189 0,008746 -1,53372 -0,26961 

1L e 2L -0,31000 0,347624 -0,89177 0,388726 -1,06100 0,44100 

 

 

Tabela 20C - Análise de variância para ajuste do modelo quadrático da 

influência dos fatores temperatura de incubação e pH inicial para a resposta da 

biomassa no hidrolisado do resíduo RC.  
Fonte de 

variação 

Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

Fcalculado Ftabelado 

Regressão 130,7626 5 26,1525 F5,16  
Resíduos 4,7629 16 0,2977 87,84 2,85 

Falta de 

ajuste 
1,6210 

3 0,5403 F3,13  

Erro puro 3,1419 13 0,2417 2,23 3,41 

Total 135,2764 21    

Variação explicada: 96,47 % 

Máxima de variação explicável: 97,86 % 
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APÊNDICE D – RESULTADOS DA CROMATOGRAFIA 

LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA. 

 

 
Figura 1D – Curva de calibração dos padrões dextranas de massa molar entre 

12 e 2000 g.mol
-1

 calculada pelo log de sua massa em relação ao volume da 

fase móvel necessária para sua detecção na CLAE com IR, considerando o 

tempo de retenção e o fluxo de 1 mL.min
-1

. 
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Evaluation of the antigenotoxicity of polysaccharides andb-glucans from Agaricus
blazei, a model study with the single cell gel electrophoresis/Hep G2 assay
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Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, SP, Brazil
cDepartamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de Ciências Biologicas, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC, Brazil

1. Introduction

Epidemiological studies have presented evidence that the
occurrence of cancer in various organs such as stomach, colon,
prostate and breast could be related to inappropriate diets (WCFR/
IARC, 1997). Themain factor involved in this process is related to the
increase inmutation rate (Fergusonet al., 2005). Thus, a reduction in
mutation rate in anorganismcould lead to a delay in the appearance
of these neoplasms (Loeb et al., 2003). Introducing antimutagenic
compounds into our diet would then be an attractive idea.

Among the products that arouse interest as a functional food is
themushroom Agaricus blazei (Agaricus brasiliensis) which is native
to Brazil. The extract of this mushroom and isolated compounds
have been widely studied due to their medicinal characteristics
such as immune system stimulation, anticarcinogenic, antimuta-

genic and antioxidant properties (Kawagishi et al., 1989; Mizuno
et al., 1990; Ohno et al., 2001; Dong et al., 2002).

Among the compounds isolated from the A. blazei are some
polysaccharides with antitumor activity, including the b-glucans
which have received much attention and which are credited with
most of the mushroom’s antitumor effects (Kawagishi et al., 1989;
Mizuno et al., 1990; Ohno et al., 2001). Recently, we and others
reported on the antimutagenic effect for b-glucan extracted from
A. blazei (Angeli et al., 2006) and for b-glucans from different
origins but having the same chemical structures (Chorvatovicová,
1993; Lazarova et al., 2004; Krizkova et al., 2006; Oliveira et al.,
2007). A substantial part of this protective effect is due to an
antioxidant property, where the compounds act mainly as reactive
oxygen species (ROS) scavenger (Chorvatovicová, 1993; Lazarova
et al., 2004). Thus, it is believed that this compound can be used as a
chemopreventive agent, inhibiting the genotoxic actions of some
harmful compounds.

It is important to emphasize that when extracting b-glucan
from the fruiting body, the stage of maturity may influence the
content and type of b-glucan found, which could result in great
differences in biological responses (Camelini et al., 2005).
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Thus, the aim of the present work was to determine the
genotoxic and/or antigenotoxic effects of total polysaccharides
extracted at three different developmental stages of themushroom
(immature, SIa; mature with immature spores, SIIa; and mature
with mature spores, SIIIa), with the total b-glucans extracted at
these three different stages (SIb, SIIb and SIIIb) being tested aswell.
The findings of the study would help establish the best way of
supplementation and/or harvesting time for nutraceutical pur-
poses. Genotoxicity assessment was carried out in the human
hepatoma cell line (HepG2)which possesses a number of inducible
phase I and phase II enzymes (Knasmüller et al., 1998) and has
been used to investigate the chemoprotective effects of poly-
saccharides and b-glucan from A. blazei towards benzo(a)pyrene
[B(a)P]-induced DNA damage in single cell gel electrophoresis
(SCGE) assays—the Comet assay. Since these cells are of human
origin, it is likely that they reflect the situation in humans better
than other in vitro models (Knasmüller et al., 1998). Recently, Uhl
et al. (1999, 2000) developed a protocol for the SCGE assay with
HepG2 cells and found that this model can be used for the
detection of genotoxic activities of different classes of genotoxic
carcinogens.

2. Materials and methods

2.1. Extraction and purification of the polysaccharide fraction

Extraction and purification were performed as stated in
Camelini et al. (2005), also chemical analysis is presented in the
mentioned work.

2.2. DNA damage inducer

In the induction of DNA damage, three compounds were used
for induction of DNA damage: H2O2 (100 mM, Nova Quı́mica),
bleomycin (0.5mg/mL, Sigma–Aldrich), and doxorubicin (1 mg/mL,
Fluka); all compounds were diluted in Ca- and Mg-free PBS
(phosphate-buffered saline).

2.3. HepG2 cell line and experimental protocols

The HepG2 cell line was kindly provided by Prof. Siegfried
Knasmüller (Institute of Cancer Research, Medical University of
Vienna). The cells were kept under liquid nitrogen and cultivated
with Minimal Essential Medium (MEM), supplemented with 15%
fetal bovine serum, both from Gibco (Paisely, Scotland), and 1%
penicillin/streptomycin stock in 75 cm2 flasks (TPP). Under such
conditions, the duration of the cell cycle was approximately 24 h.

In the genotoxicity protocol, the cells were exposed to three
different concentrations (5, 15, and 45 mg/mL, defined in previous
experiments) of polysaccharide from the different stages of
maturation for 24 h (concentrations determined in pilot experi-
ments). As positive control, we used benzo(a)pyrene (10 mg/mL),
and for negative control we used 1% dimethyl sulfoxide (DMSO).

Concerning the treatments of antigenotoxicity, the cells were
exposed simultaneously to polysaccharides and to one of the
different DNA damage inducers for three hours, in the case of
bleomycin and doxorubicin, and for 5 min in ice for H2O2.

2.4. Single cell gel electrophoresis (SCGE)

With regard to the comet assay, we used the protocol described
by Uhl et al. (1999, 2000) based on the premises proposed by Tice
et al. (2000). In the experiments, the survival of the cells was
determined with trypan blue (Lindl and Bauer, 1994), where only
cultures with viability >80% were analyzed for comet formation.
Briefly, at the end of the treatments, the cells were trypsinized

(0.1% for 5 min), transferred to slides previously gelatinized, and
lysed. After electrophoresis (25 V, 300 mA), the cells were stained
with ethidium bromide (10mg/mL, Sigma) and analyzed using a
fluorescence microscopy (Nikon, model 027012).

Three independent repetitions were performed for each
treatment. Regarding the comet assay, 100 cells were analyzed
visually (Kobayashi et al., 1995), and classified according to the
following criteria: (class 0) cells with undetectable damage—
without tail; (class 1) cells with tails whose size was less than the
diameter of the nucleus; (class 2) cells with tails whose size was
from one to two times larger than the diameter of the nucleus;
(class 3) cells with tails whose size was more than twice the
diameter of nucleus. Afterward, the class value of each cell was
summed to obtain the score (which ranged from 0 to 300); the
mean and standard deviation was then calculated for each
treatment. Apoptotic cells which had a totally fragmented nucleus
were not considered in the analysis (Speit and Hartmann, 2005).
The results obtained were evaluated using the Prism 4.0 statistical
program for the Mann–Whitney test, which verified the difference
among the treatments.

3. Results

The genotoxicity of total polysaccharides is depicted in Fig. 1.
There was no alteration in cell viability (results not shown,
considering optimal viability above 80%), nor was migration of
DNA fragments as observed by the comet assay. The same can be
observed in Fig. 2 which shows the results for only b-glucans.
Similarly, there was no evidence of effects on cell viability (not
shown) and DNA migration compared to control.

In testing for antigenotoxicty, b-glucan was combined with
three DNA damage inducers. First, Fig. 3 presents the results of the
combination with H2O2. In this case, the protective effect was
noted at almost all concentrations of test substances, where
smaller effects were observed with the total polysaccharides in the
immature stage (SIa) and the greatest effects evidenced in the
fraction containing only b-glucan in the mature stage (SIIb and
SIIIb). The same response pattern was seen in the treatment with
bleomycin (Fig. 4), showing a protective effect with the majority of
the concentrations tested, but a reduced protective effect with
total polysaccharides from the early stage as well as a more
pronounced effect with the fraction containing only b-glucan in
the ripe stage.When comparing the results (Figs. 3 and 4), a greater
protection was seen against hydrogen peroxide because data
positive control damage are greater to hydrogen peroxide
treatment.

Fig. 1. Effects of polysaccharides from Agaricus blazei on DNA migration in HepG2

cell line. Bars indicate the mean of scores � standard deviation of three independent

repetitions (100 cells per slide were evaluated) (control DMSO, 1%; B[a]P, 5 mg/mL; SIa,

polysaccharides extracted in unripe phase; SIIa, polysaccharides extracted in ripe but

not sporulating phase; SIIIa, polysaccharides extracted in ripe sporulating phase).
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The results with doxorubicin differed from those with H2O2 and
bleomycin, where the combination of different fractions of
mushrooms (Fig. 5) showed a protective effect only with the
purified fractions (SIb, SIIb and SIIIb) and only a slight effect for
total polysaccharide at the highest concentration of the fractions
from mature with mature spore stage (SIIIa).

4. Discussion

During the last few years, there has been a growing interest in
the search for foods and food compounds with the capacity to
prevent damage to genetic material, thereby acting as chemopro-
tective agents. The rationale for using chemoprotective com-
pounds is based on their efficiency as well as on the understanding
of their mechanism of action (Miadoková et al., 2005). Several
mechanisms such as inhibition of genotoxic effects, free radical
scavaging, inhibition of tumor growth, and modulation of signal
transduction may be involved (Miadoková et al., 2005; De Flora
et al., 1999). Thus, total polysaccharides and b-glucans isolated

Fig. 2. Effects ofb-glucans from Agaricus blazei on DNAmigration in HepG2 cell line.

Bars indicate mean of scores � standard deviation of three independent repetitions

(100 cells per slide were evaluated) (control DMSO, 1%; B[a]P, 5 mg/mL; SIb, b-glucans
isolated in unripe phase; SIIb, b-glucans isolated in ripe but not sporulating phase;

SIIIb, b-glucans isolated in ripe sporulating phase).

Fig. 3. Effect of the Agaricus blazei fractions on DNA migration induced by H2O2 in the HepG2 cell line. Bars indicate the mean of scores � standard deviation of three

independent repetitions (100 cells per slide were evaluated) (control DMSO, 1%; H2O2, 100 mM; SIa, polysaccharides extracted in unripe phase; SIIa, polysaccharides extracted in

ripe but not sporulating phase; SIIIa, polysaccharides extracted in ripe sporulating phase; SIb,b-glucans isolated in unripe phase; SIIb,b-glucans isolated in ripe but not sporulating

phase; SIIIb, b-glucans isolated in ripe sporulating phase), (*) indicates statistically different from H2O2 (p < 0.05).

Fig. 4. Effect of the Agaricus blazei fractions on DNA migration induced by bleomycin in the HepG2 cell line. Bars indicate the mean of scores � standard deviation of three

independent repetitions (100 cells per slide were evaluated) (control DMSO, 1%; bleomycin, 0.5 mg/mL; SIa, polysaccharides extracted in unripe phase; SIIa, polysaccharides

extracted in ripe but not sporulating phase; SIIIa, polysaccharides extracted in ripe sporulating phase; SIb,b-glucans isolated in unripe phase; SIIb,b-glucans isolated in ripe but not

sporulating phase; SIIIb, b-glucans isolated in ripe sporulating phase), (*) indicates statistically different from bleomycin (p < 0.05).
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from the mushroom A. blazei were evaluated for their antigeno-
toxic potential against three genotoxins known to induce damage
mainly through reactive oxygen species (ROS).

In the present study, there was no evidence of a genotoxic
effect by total polysaccharides (which included polysaccharides
with a and b type linkages) from the mushroom cell wall and by
b-glucans as well. Thus, it appears that they do not present a
genotoxic risk if consumed by humans, which has been demon-
strated by several works using extracts of the mushroom A. blazei

and isolated b-glucans (Bellini et al., 2003, 2006; Luiz et al., 2003;
Guterrez et al., 2004; Angeli et al., 2006; Oliveira et al., 2007). Also
is agreement to this, subchronic and chronic toxicity studies using
A. blazei were performed in rats (Kuroiwa et al., 2005; Lee et al.,
2008; Sumiya et al., 2008) using extracts and the lyophilized
powder, in all experiments no carcinogenic effect was observed
and only one study presented low toxicity, but this toxicity seems
as stated by the author not related to genotoxicity.

In the antigenotoxicity experiments, total polysaccharides and
b-glucan were combined with H2O2, bleomycin and doxorubicin,
and the results showed a substantial reduction in damage caused
by hydrogen peroxide and bleomycin. When comparing the
results, a greater protection was seen against hydrogen peroxide,
since bleomycin causes damage not only through the formation of
free radicals, but also causes DNA strand breaks and inhibition of
DNA synthesis (Minotti et al., 2004).

Regarding doxorubicin, total polysaccharides afforded poor
protection, and only b-glucans showed a substantial protective
effect. This can be explained by the drug’s mechanism of action,
where it is known that doxorubicin causes damage not only
through the formation of free radicals, but also through its
intercalation in DNA and inhibition of topoisomerase II (Minotti
et al., 2004).

Thus, it is clear that total polysaccharides show smaller
protective effects when compared to the purified b-glucans,
which contain only polysaccharides with b linkages. This can be
explained by the smaller amount of b-glucan in the total extracts,
since it is known that b-glucan has an important antioxidant
property (Krizkova et al., 2006; Slamenová et al., 2003; Angeli et al.,
2006). Among the total polysaccharides, the protective effect
seems to be determined by the time of extractions: the more
mature the mushroom, the greater the protective effect due to
the higher presence of b type (1! 3) and a type (1! 4) linkages

in b-glucans purified in the ripe stage (Camelini et al., 2005). The
same pattern is observed for purified b-glucans, where there is a
greater amount of b (1! 3) linkages as the mushroom matures.

The mushroom is harvested during the immature stage for
culinary purposes when its highest commercial value is achieved.
However, the results indicate that it should be harvested during
the more mature stages, since it is believed that during this
time the mushroom can better express its bioactive properties,
antioxidant and antitumor, considering that its linkages [b (1! 3)
and a (1! 4)] are involved in its antitumor effect (Mizuno et al.,
1990).

In general terms, we can suggest the use of b-glucan for
chemopreventive purposes especially against ROS producing
agents in vitro. Also chronic and subchronic assay are needed to
determine the toxicity of polyssacharides and b-glucan prior to
suggesting the incorporation of this compound in the human diet.
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