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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o crescimento micelial in vitro de quatro
linhagens comerciais de Lentinula edodes (LE-241, LE-242, LE-243 e LE-244) em meio de cultura
a base de serragem de eucalipto, suplementado com bagaco de malte ou farelo de trigo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x4 (substratos X
linhgens), totalizando oito tratamentos, cada um com cinco repeti¢cdes. Os substratos foram
preparados com 20% de suplementacdo, acrescidos de calcario (tamponante), umidificados e
esterilizados. Os meios de cultura foram preparados a partir da infusdo dos substratos, filtracao,
adicao de agar e esterilizacdo. As placas foram inoculadas com as linhagens e o crescimento radial
do micélio na superficie do meio de cultura foi mensurado com paquimetro. O menor
desenvolvimento micelial ocorreu com a linhagem LE-241 e com a linhagem LE-243 no substrato
suplementado com farelo de trigo. Os maiores desenvolvimentos foram obtidos com as linhagens LE-
242 e LE-244 no substrado suplementado com bagaco de malte. O desenvolvimento de todas as
linhagens foi maior no substrato suplementado com bagaco de malte. Sendo assim, a utilizacdo do
bagaco de malte para o crescimento micelial € uma alternativa viavel a suplementacao tradicional
com farelo de trigo.
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PROSPECTING AND EVALUATING THE BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF
SHIITAKE COMMERCIAL STRAINS

ABSTRACT: This study aimed to evaluate and compare the in vitro mycelial growth of four
commercial Lentinula edodes strains (LE-241, LE-242, LE-243 and LE-244) in a culture medium
based on eucalyptus sawdust, supplemented with malt bagasse or wheat bran. The experimental
design was completely randomized, in a 2x4 factorial scheme (substrates x strains), totaling eight
treatments, each with five repetitions. The substrates were prepared with 20% supplementation,
added with lime (buffer), humidified and sterilized. The culture media were prepared from the
infusion of substrates, filtration, addition of agar and sterilization. The plates were inoculated with
the strains and the radial growth of the mycelium on the surface of the culture medium was measured
using a caliper. The smallest mycelial growth occurred with the LE-241 strain and with the LE-243
strain on the substrate supplemented with wheat bran. The greatest growths were obtained with the
LE-242 and LE-244 strains in the substrate supplemented with malt bagasse. The development of all
strains was greater in the substrate supplemented with malt bagasse. Therefore, the use of malt
bagasse for mycelial growth is a viable alternative to traditional wheat bran supplementation.

Keywords: fungi, mushroom, Lentinula edodes, mycelium, malt bagasse.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem se intensificado o
interesse pelo consumo de cogumelos devido
ao seu alto valor nutricional e gastrondmico
(CHATTERJEE et al.,, 2017). Entretanto, a
qualidade nutricional e medicinal dos
basidiomicetos varia em funcdo do tipo de
substrato utilizado no cultivo e da linhagem
fungica (DEL TORO et al., 2018). Existem
diferencas metabdlicas entre especies e até
mesmo entre linhagens de uma mesma espécie
de basidiomiceto, 0 que pode influenciar na
capacidade de utilizagdo dos nutrientes
disponiveis no meio (SATO et al., 2017).

Devido a isso, sdo essenciais estudos
sobre crescimento micelial de especies e
linhagens, pois estas podem diferenciar-se
quanto a velocidade de crescimento, as
preferéncias de temperatura, a produtividade e
ao tamanho, cor e forma dos corpos de
frutificacdo (MYRONYCHEVA et al., 2017) e
a resisténcia a contaminantes (ROKNI;
GOLTAPEH, 2019). Diferencas de velocidade
e vigor do crescimento micelial entre linhagens
fungicas ja foram evidenciadas em diversas
pesquisas (LIU et al, 2017; TEJEDOR-
CALVO et al., 2020; SILVA; MACHUCA,
MILAGRES, 2005; CHITTARAGI; KUMAR;
SINGH, 2018; ANDRADE et al., 2008).

O Lentinula edodes (Berk.) Pegler,
popularmente conhecido como shiitake, € um
fungo basidiomiceto pertencente ao grupo dos
saprofitas lignoceluloliticos (CHUNG et al.,
2020). A literatura evidencia que a grande
capacidade de reproducdo de L. edodes esta
ligada as enzimas extracelulares que atuam
sobre a lignina, celulose e hemicelulose que
compdem a estrutura da parede celular da
biomassa vegetal, de modo que este fungo é
normalmente utilizado na conversdo de
residuos agroindustriais em cogumelos de
importancia gastronémica e funcional (GE et
al., 2018).

Além da producdo de cogumelos, o
micélio do L. edodes pode ser utilizado no
biobranqueamento de materiais, na
biodegradagdo de poluentes (LOPEZ; SILVA;
SANTOS, 2017) e na producdo de
biocompostos de interesse comercial, como
metabolitos  secundarios (FUKUSHIMA-
SAKUMO, 2020) e enzimas (SONG; KIM;
KIM, 2018). Vérios fatores afetam a producéo
de enzimas lignoceluloliticas em
basidiomicetos decompositores, dentre estes
fatores a escolha da linhagem é de suma
importancia, ja& que as linhagens apresentam
diferencas quanto & acdo enzimatica (PELAEZ,
2017).

Dessa forma o presente experimento
teve como objetivo avaliar e comparar o
crescimento micelial de quatro linhagens de L.
edodes cultivadas em meios de cultura a base de
serragem de eucalipto, suplementado com
bagaco de malte ou farelo de trigo.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no
Laboratorio de Ciéncia e Tecnologia Ambiental
do Centro Universitario Sagrado Coracéo
(Unisagrado), Bauru - SP, localizacdo
geogréfica: latitude 22° 19' 38.9"S e longitude
49°03'11.3"W.

2.1 Linhagens de Lentinula edodes

As linhagens de L. edodes avaliadas
foram: LE-241, LE-242, LE-243 e LE-244
(Tabela 1), fornecidas pela empresa Funghi &
Flora de Valinhos — SP, localizacdo geografica:
latitude 23° 00" 57.0"S e longitude
47°01'08.3"W. Sobre essas linhagens, ndo
existem na literatura cientifica dados anteriores
de pesquisa publicados, mas sdo linhagens
comerciais muito utilizadas por fungicultores
no Brasil.
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Tabela 1. Origem e ano de aquisi¢do das linhagens de Lentinula edodes utilizadas no presente

estudo
ﬁ:i?\?]g;e?na Origem Ano de Aquisi¢do
LE-241 Bélgica 2011
LE-242 Bélgica 2012
LE-243 Bélgica 2014
LE-244 Tailandia 2015

2.2 Preparo do substrato

Os substratos foram preparados
utilizando duas formulacGes (Tabela 2). Ambas
as formulacGes foram preparadas calculando-se

a base seca (bs). A umidade foi ajustada para
70% (bs). A serragem de eucalipto (Eucalyptus
sp.) foi utilizada como base para todos os
substratos por ser uma madeira de uso comum
no cultivo de L. edodes.

Tabela 2. Formulacdo da dosagem (bs) dos substratos utilizados no presente estudo

FORMULACAO (g)

Serragem Farelo Bagaco Calcario
Substratos de eucalipto de trigo de malte calcitico
S1 (20% farelo de trigo) 6400 1600 0 160
S2 (20% bagaco de malte) 6400 0 1600 160

Nota: Foi adicionado 2% de calcario calcitico (base seca) em todos os tratamentos.

Cada formulacéo foi suplementada com
20% da massa seca total do substrato e
adicionado 2% (bs) de calcério calcitico. O
substrato 1 (S1) levou em sua composi¢do o
farelo de trigo (Triticum aestivum) e serviu
como testemunha, uma vez que é comumente
utilizado como suplemento no cultivo de L.
edodes. Ja o substrato 2 (S2), foi suplementado
com o residuo de cervejaria, bagaco de malte,
obtido em parceria com a Cervejaria Servus
Bier, de Bauru — SP, localizacdo geografica:
latitude 22° 21' 17.1"S e longitude 49° 02'
39.4"W. O calcério calcitico, muito utilizado
como tamp&o pH, assim como a serragem de
eucalipto e o farelo de trigo, foram adquiridos
no comércio local de Bauru — SP.

Em um recipiente previamente limpo,
0S ingredientes foram misturados
manualmente, bem como a umidificacdo do
substrato com agua destilada até obter a
umidade de 70% (bs).

Depois de preparados, os substratos
foram esterilizados a uma temperatura de 100
°C durante trés horas. O mesmo procedimento
foi realizado apds 24 horas. Ao resfriar, 0s
substratos foram acondicionados em sacos
plasticos e mantidos sob refrigeracdo até o

preparo dos meios de cultura, que ocorreu apos
sete dias.

2.3 Preparo dos meios de cultura

Utilizou-se o meio de cultura SA
[substrato (serragem de eucalipto enriquecida
com suplemento) - agar)] para a avaliacdo do
crescimento micelial das linhagens de L.
edodes, conforme metodologia utilizada por
Andrade et al. (2008).

Os meios de cultura SA foram
preparados a partir da infusdo de 70g de
substrato, em 875 mL de &gua destilada
fervente durante 15 minutos e, em seguida,
filtrado em peneira de aco inox com manta de
algoddo. Posteriormente, o extrato obtido
(filtrado) foi disposto em frascos Duran
(capacidade de 1 L), completando-se seu
volume para 875 mL com agua destilada e, em
seguida, adicionado 17,5% de agar. Apds isto,
0s meios foram autoclavados a 121 °C durante
30 minutos e resfriados até aproximadamente
45-50 °C, entdo vertidos em placas de Petri
previamente esterilizadas, em camara de fluxo
laminar.
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2.4 Delineamento experimental

Foi utilizado um  delineamento
experimental inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 4, cujos tratamentos
corresponderam as combinagdes dos dois tipos

Tabela 3. Tratamentos utilizados na experimentacédo

643

de substratos com suplementacdo a base de
bagaco de malte e farelo de trigo no nivel de
20% e quatro tipos de linhagens de L. edodes,
totalizando oito tratamentos (Tabela 3), com
cinco repeticdes, cada uma correspondente a
uma placa de Petri, totalizando 40 placas.

Tratamentos Substratos Linhagens
T1 FT LE-241
T2 BM LE-241
T3 FT LE-242
T4 BM LE-242
TS5 FT LE-243
T6 BM LE-243
T7 FT LE-244
T8 BM LE-244

Legenda: FT= Farelo de trigo; BM= Bagaco de malte.

2.5 Inoculacao, colonizacao e variavel
analisada

Apo6s a solidificacdo dos meios de
cultura, discos de 7 mm de didmetro de matriz
secundaria das linhagens do L. edodes foram
transferidos para as placas de Petri com os
meios de cultura previamente preparados e
vertidos. ApoOs inoculadas, as placas foram
identificadas de acordo com cada tratamento,
envoltas de plastico filme em suas
extremidades e mantidas em estufa incubadora
a 25 °C.

Figura 1. MedicGes do crescimento micelial reali

25
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Durante o periodo de colonizacdo, a
cada 24 horas, a partir da data de inoculacao,
foram feitas avalia¢Ges do crescimento micelial
das linhagens do L. edodes por meio de
medicdo do crescimento radial do micélio na
superficie do meio. Com auxilio de um
paquimetro graduado em milimetros (Figura 1),
foram realizadas quatro medicdes equidistantes
entre si do crescimento radial do micélio na
superficie do meio de cultura, até que o miceélio
de uma das linhagens de L. edodes atingisse a
proximidade das bordas da placa de Petri, o que
ocorreu apos oito dias.

q
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2.6 Analise estatistica

Para a variavel crescimento micelial,
foram ajustados modelos lineares generalizados
com a distribuicdo gama e funcdo de ligacdo
logaritmica tendo como fatores linhagem e
substrato (NELDER; WEDDERBURN, 1972).

A qualidade dos ajustes de todos o0s
modelos lineares generalizados ajustados foi
feita através da andlise de desvios (deviance),
graficos dos residuos de Pearson padronizados.
Para comparacdes entre tratamentos, foi

utilizado o teste de  Tukey-Kramer
(WESTFALL,; TOBIAS; WOLFINGER, 1999)
do procedimento genmod do programa
estatistico SAS — Free Statistical Statistical
Software, SAS University Edition.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento micelial das linhagens
em ambos 0s substratos estdo descritos na
Tabela 4. Houve interagdo significativa entre
linhagens e substratos.

Tabela 4. Crescimento micelial, em milimetros, das linhagens em ambos o0s subtratos. Erro padréo

da média entre parénteses

. Substrato
Linhagem ET
57,2182 56,8152
LE-241 (1,45) (0,95)
61,85% 58,48A8P
LE-242 (0,67) (0,73)
59,5082 57,1982
LE-243 (0,71) (0,75)
61,827 60,40
LE-244 (0,33) (0,23)

Legenda: BM= Bagaco de malte; FT= Farelo de trigo; LE-241, LE-242, LE-243 e LE-244= Linhagens; Letras
mailsculas= linhagens; Letras minUsculas= substratos; Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna ou linha ndo
diferem estatisticamente entre si segundo o teste de Tukey-Kramer, ao nivel de 5% de significancia.

O menor desenvolvimento micelial ocorreu
com a linhagem LE-241 em ambos o0s
substratos e com a linhagem LE-243 no
substrato suplementado com farelo de trigo. O
maior desenvolvimento foi obtido com a
linhagem LE-242 no substrado suplementado
com bagaco de malte e com a linhagem LE-244
em ambos 0s substratos. Todavia, 0s demais

tratamentos ndo  apresentaram  diferenca
estatistica significante contra 0s maiores e
menores valores obtidos.

O desenvolvimento micelial de todas as
linhagens em ambos os substratos durante os
oito dias de medicBes estd representado na
Figura 2.
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Figura 2. Avaliagéo do crescimento micelial (mm) das linhagens de Lentinula edodes, durante oito
dias de desenvolvimento
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Observa-se que com as linhagens LE-241, LE-
243 e LE-244, o crescimento foi constante em
ambos os substratos, de modo que néo houve
diferenca ao final da medi¢do. Com a linhagem
LE-242, o maior crescimento no substrato a
base de bagaco de malte pode ser observado
desde o segundo dia, diferindo ao final da
medig&o.

Garcia-Cruz et al. (2020) cultivaram
trés linhagens de L. edodes em meio de cultura
a base de extrato de malte e observaram
diferencas na producdo de biomassa entre
linhagens. O referido estudo reforca que
pesquisas acerca do desenvolvimento micelial
de diferentes linhagens de uma mesma espécie
sd0 necessarias para selecdo de linhagens para
utilizacdo comercial.

Sales-Campos et al. (2011) avaliaram o
crescimento micelial de Pleurotus ostreatus e
L. edodes em seis meios de cultura (malte-agar,
serragem-dextrose-agar-marupa, serragem-
dextrose-agar-cajui, serragem-dextrose-agar-
acai, serragem-dextrose-agar-banana 50% e
serragem-dextrose-agar-banana  100%) e
constataram que, para o L. edodes, o maior
crescimento micelial foi no substrato malte-
agar, onde obteve diametro médio de 62 mm,
valor proximo aos encontrados no presente
estudo.

Lara, Arias e Villasefior (2002)
compararam 0 crescimento micelial de P.
ostreatus e P. pulmonarius em meios de cultura
suplementados com extrato de malte, residuo de
agave e uma combinacdo de ambos. Ambas as
espécies obtiveram desenvolvimento
satisfatorio em todos o0s substratos, mas o
melhor crescimento foi obtido com a espécie P.
pulmonarius no meio suplementado com 50%
de residuo de agave.

Malomo et al. (2013) avaliaram a
viabilidade do uso de residuo de cervejaria no
cultivo de cinco isolados fungicos (Rhizopus
stolonifer, Rhizopus oligosporus, Mucor
racemosus, Aspergillus niger e Mucor rouxii),
constatando o maior crescimento micelial nos
tratamentos a base de residuo de cervejaria e
extrato de levedura (em proporgdo 1:1),
sobretudo na espécie A. niger. Os autores
enfatizam que os resultados do experimento
evidenciam uma aplicacdo biotecnoldgica

importante utilizando este resiudo que é
produzido em grandes quantidades.

Outros residuos podem ser utilizados
como suplementacdo no meio de cultura para L.
edodes. Silva, Machuca e Milagres (2005)
avaliaram o crescimento micelial e produgéo de
enzimas por trés linhagens de L. edodes, em
meio de cultura suplementado com diferentes
proporcdes de farelo de trigo, de soja e de arroz.
Os trés suplementos foram vidveis, mas o maior
crescimento e producdo de enzimas ocorreu no
meio suplementado com 20% de farelo de soja.
Os autores atribuem este resultado a uma maior
disponibilidade de nitrogénio proveniente desta
suplementacdo para o desenvolvimento do
fungo. Atila (2019) reforca o argumento de que
maiores concentragdes de nitrogénio no meio
de cultura reduzem o tempo necessario para a
corrida micelial, e complementa que é
necessario que haja quantidades moderadas de
lignina e celulose durante esta etapa do
desenvolvimento do fungo.

Aguiar et al. (2011) compararam o
crescimento micelial de uma linhagem de L.
edodes em meios de cultura a base de diferentes
residuos (coroa de abacaxi, casca de tucuma,
casca de cupuacu, casca de banana pacovan e
casca de banana prata), suplementado com
farelo de trigo, em diferentes proporcoes, e
obtiveram o maior crescimento micelial nos
tratamentos contendo casca de cupuagu e casca
de tucuma suplementados com 20% de farelo
de trigo. Entretanto, no tratamento a base de
coroa de abacaxi, a suplementacdo com farelo
resultou em diminuicdo do crescimento
micelial, o que os autores atribuiram a um
possivel excesso de nitrogénio, de modo que a
composicdo do meio deve ser estudada para
averiguar a necessidade de suplementacéo, pois
altas concentracdes de nitrogénio inibem o
crescimento do fungo.

Os resultados do presente estudo, bem
como da literatura, sugerem que o bagaco de
malte e diversos residuos agroindustriais
podem ser utilizados para o preparo de meio de
cultura para cultivo de fungos comestiveis, de
modo que laboratérios e fungicultores que
produzam in6culo destes fungos ndo fiquem
sujeitos a diferengas da disponibilidade de
materiais em cada regido, sendo também uma
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aplicacdo biotecnoldgica valida para residuos
sem destinagdo. Ademais, as diferencas
observadas entre linhagens podem ocorrer
devido a caracteristicas genéticas destas
(SALES-CAMPOS et al., 2013).

4 CONCLUSOES

A utilizagcdo do bagaco de malte como

crescimento micelial € uma alternativa viavel a
suplementacéo tradicional com farelo de trigo,
nos parametros do presente estudo, pois todas
as linhagens obtiveram crescimento igual ou
superior em relagdo a suplementagdo
tradicional. A linhagem LE-244 obteve o maior
crescimento micelial em ambos os substratos e
a linhagem LE-242 nao diferiu
significativamente da linhagem LE-244 no

suplementacdo no meio de cultura para o substrato a base de bagaco de malte.
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