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RESUMO: A determinagido de biomassa micelial fingica crescida em substratos de cultivo solido particulado (SCSP) ¢
ainda um desafio devido a dificuldade de separacdo do micélio e o substrato. O objetivo deste trabalho foi avaliar a técnica de
microscopia de epifluorescéncia para determinacao da biomassa micelial de Pleurotus ostreatus em SCSP. Para determinagdo
da exatiddao da metodologia P. ostreatus foi crescido em meio liquido de extrato de malte e; a biomassa micelial foi separada
por centrifugacao, liofilizada e moida. Concentra¢des conhecidas do p6 do micélio foram misturadas ao SCSP, composto de
bagaco de cana de acucar e fibra de soja, previamente autoclavado. Em seguida, a biomassa micelial foi determinada por
microscopia de epifluorescéncia. Para promover a variacdo da biomassa micelial a ser determinada por microscopia de epi-
fluorescéncia, SCSP adicionado de diferentes concentragoes de ferro foram utilizados para o crescimento do fungo. Concluiu-
-se que a técnica apresenta baixa precisdo e exatiddo, o que implica na necessidade de maiores estudos para aplicacdo desta
técnica para a determinagdo de biomassa micelial crescida em SCSP.

PALAVRAS-CHAVE: Basidiomiceto; Biomassa micelial; Ergosterol; Fermentagao.

EPIFLUORESCENCE MICROSCOPY FOR THE DETERMINATION OF MYCELIAL BIOMASS IN
PARTICULATED SOLID SUBSTRATE CULTIVATION

ABSTRACT: Determination of fungal mycelial biomass grown on solid substrate cultivation (SSC) is still a challenge due
to the difficulty in separating mycelium and substrate. The objective of this study was to evaluate the epifluorescence micros-
copy to determine the mycelial biomass of Pleurotus ostreatus grown in SSC. P. ostreatus was grown in malt extract liquid
medium and mycelial biomass was separated by centrifugation. It was then lyophilized and milled. Mycelial powder was
added at known concentrations to SSC composed of sugarcane bagasse and soy fiber, previously autoclaved. Mycelial bio-
mass was determined by epifluorescence microscopy. In order to promote mycelial biomass variation for the determination
by epifluorescence microscopy, SSC added at different iron concentrations was used for fungus growth. It was concluded that
the technique has low precision and accuracy, which implies the need for further studies in order to apply this technique for
the determination of mycelial biomass grown in SSC.

KEYWORDS: Basidiomycete. Mycelial biomass. Ergosterol. Fermentation.

MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA PARA LA DETERMINACION DE BIOMASA MICELIAL EN
SUSTRATO DE CULTIVO SOLIDO PARTICULADO

RESUMEN: La determinacion de biomasa micelial fungica crecida en sustratos de cultivo solido particulado (SCSP) es
todavia un reto debido a la dificultad de separacién del micelio y el sustrato. El objetivo de este estudio fue evaluar la técnica
de microscopia de epifluorescencia para determinacion de la biomasa micelial de Pleurotus ostreatus en SCSP. Para deter-
minacion de exactitud de la metodologia P. ostreatus se cultivd en medio liquido de extracto de malta y; la biomasa micelial
separada por centrifugacion, liofilizada y molida. Concentraciones conocidas del polvo del micelio fueron mezcladas al
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SCSP, compuesto de bagazo de cafia de azlicar y fibra de soya, previamente tratado en autoclave. A continuacion, la bioma-
sa micelial a ser determinada por microscopia de epifluorescencia. Para promover la variacion de la biomasa micelial a ser
determinada por microscopia de epifluorescencia, SCSP afiadida con diferentes concentraciones de hierro fueron utilizados
para el crecimiento del hongo. Se concluye que la técnica presenta baja precision y exactitud, lo que implica en la necesidad
de realizar mas estudios para aplicacion de esta técnica para la determinacion de biomasa micelial crecida en SCSP.
PALABRAS CLAVE: Basidiomiceto; Biomasa micelial; Ergosterol; Fermentacion.

Introducao

A expansdo mundial, a globalizacdo e o desenvol-
vimento da tecnologia implicam em aumento da atividade
industrial, com consequente aumento de subprodutos e/ou
residuos industriais e preocupacdo com os destinos destes
materiais no ambiente. O uso mais destacado desses subpro-
dutos ¢ nos processos fermentativos (PELIZER; PONTIERI;
MORAES, 2007). Dentre estes processos, o uso de cultivo
de fungos em substrato so6lido particulado é mais vantajoso
em relacdo aos processos submersos devido ao menor custo
e ao maior rendimento da biocompostos (MANTONANI et
al., 2012). Contudo, um dos desafios deste cultivo é mensurar
a biomassa micelial entremeada no substrato (MIYASHIRA;
RODRIGUES; KILIKIAN, 2003).

A quantificag@o de micélio em substrato s6lido par-
ticulado pode ser efetuada por diversos métodos quimicos,
bioldgicos ou bioquimicos. Umas das técnicas mais utiliza-
das ¢ o uso do ergosterol para mesurar a quantidade de micé-
lio em um substrato (GALVAO et al., 2003). Entretanto, essa
técnica apresenta alta variabilidade nos resultados devido as
varidveis de extracdo do ergosterol, que muitas vezes estdo
intrinsecamente ligadas ao substrato de cultivo. Ademais, a
determinacdo do ergosterol é efetuada por cromatografia ga-
sosa, o que implica em diversos processos de purificagdo do
composto e torna o método apenas indicativo para mensurar
a quantidade de micélio em determinado substrato.

Outro método de quantificagdo micelial envolve res-
piragdo celular, medida pelo consumo de O, e liberagdo CO,,
e exige a utilizacdo de um biorreator com balango de gases
com prévia determinacdo da energia convertida em biomassa,
produtos e energia de manutengdo (RUTSATZ, 2006). Esse
método ¢ mais complexo e custoso e é afetado por inimeras
varidveis, sendo que a correlagdo entre a energia convertida
em substrato liquido e em substrato sélido particulado ¢ o
fator de maior erro, tornando-o um método apenas indicativo
da mensuragao da biomassa micelial fungica.

A microscopia de epifluorescéncia é amplamente
utilizada para a quantificacdo de micro-organismos presen-
tes na agua e no solo (BLOEM; VOS, 2004). Essa técnica
tem sido utilizada como método qualitativo para detecgao de
oocistos vivos de Pneunmocystis jirovecii em fluidos bron-
quicos humanos (BRAGADA, 2008), para caracterizagdo
microbioldgica de fungos micorrizicos em solo (MELLONI
et al., 2011), para quantificagdo de Salmonella sp em tomate
cereja (SAO JOSE, 2009) e para identificagdo de fungos mi-
corrizicos rizoctonidides associados a orquideas epifitas ne-
otropicais (PEREIRA et al., 2005). Apesar dessa técnica ser
amplamente utilizada em diferentes micro-organismos, pou-
co se informagao foi encontrada sobre o uso da microscopia
de epifluorescéncia na quantificacao de biomassa micelial em
basidiomicetos. O aprimoramento dessa técnica para a deter-
minagdo de biomassa micelial em substrato solido particulado
representa um avango para a esta area de mensuragéo micro-

biana. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi determinar
a biomassa micelial de Pleurotus ostreatus crescido em subs-
trato solido particulado por microscopia de epifluorescéncia.

Material e Métodos

Micélio de Pleurotus ostreatus (U6-10) proveniente
da micoteca do laboratério de biologia molecular da Univer-
sidade Paranaense Campus I de Umuarama-PR foi transferi-
do para placas de Petri (120 mm de didmetro) contendo meio
de cultura de extrato de malte (20 g L") e agar (15 g L)
(AEM). O crescimento foi realizado no escuro a 28 °C + 1 °C
por cinco dias. Trés discos (¢ 8 mm) de AEM contendo mi-
célio homogéneo e sem setoriamento foram transferidos para
Erlenmeyers de 250 mL contendo 30 mL de meio de cultura
liquido de extrato de malte (20 g L"), previamente autoclava-
do a 121 °C por 20 min. O crescimento micelial foi realizado
no escuro a 28 °C = 1 °C por 10 dias. Apds o crescimento 0s
Erlenmeyers foram separados em dois grupos, o primeiro foi
utilizado para obtencdo de biomassa micelial para determi-
nac¢ao de exatiddo da metodologia e o segundo como indculo
para o substrato de cultivo so6lido particulado (SCSP).

Preparo do substrato de cultivo sélido particulado

O SCSP foi composto de bagaco de cana de agucar
(20 g) proveniente de usina de cana de acucar e fibra de soja
proveniente de industria alimenticia (8,16 g). As matérias-
-primas foram vigorosamente homogeneizadas e a relagdo
carbono/nitrogénio (C/N) foi de 40. Ao SCSP foi adiciona-
do uma solugéo aquosa de FeSO, 7H,0 (15000 mg L") para
ajustar a umidade em 77% e para adicionar ferro no SCSP
em zero, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ou
1000 mg kg'. Cada SCSP, com diferentes concentragdes de
ferro, foi transferido para sacos de polipropileno com filtro
bacterioldgico e autoclavados a 121 °C por 3 h. Apds atingir
temperatura ambiente cada SCSP recebeu inoculo de 30 mL
de meio liquido de extrato de malte colonizado pelo fungo,
foi vigorosamente homogeneizado e mantido no escuro a 28
°C £ 1 °C por 10 dias. O SCSP completamente colonizado foi
vigorosamente homogeneizado e uma amostra foi utilizada
para determinar a biomassa micelial, conforme item apresen-
tado a seguir.

Exatiddo da determinacio da biomassa fiingica

Para verificar a exatiddo da metodologia para deter-
minar a biomassa fingica em substrato, centrifugou-se (1699
g a4 °C por 15 min) o cultivo liquido colonizado pelo fun-
g0, descartou-se o sobrenadante e a biomassa precipitada foi
lavada com 30 mL de agua ultrapura, seguido de repeticdo
desse processo de centrifugacdo e lavagem por quatro vezes.
A biomassa micelial obtida foi liofilizada, triturada até ob-
tencdo de um pd e armazenada a -20 "C. O pd da biomassa
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micelial foi vigorosamente misturado ao SCSP, previamente
autoclavado a 121 °C por 3 h e com relagdo carbono/nitrogé-
nio (C/N) de 40, para obter a proporg¢ao final de zero, 10000,
100000 ou 200000 pg de micélio por g de SCSP. A biomassa
micelial da mistura foi definida conforme item apresentado
a seguir.

Determinacio da biomassa fiingica

A biomassa micelial foi definida conforme Vries et
al. (2006) e Bloem e Vos (2004). Para esse processo, uma
amostra de 1 g do SCSP com e sem colonizagao foi utilizada
para determinar a umidade a 105 °C até obtenc@o de massa
constante. Outra amostra de 1 g do SCSP colonizada foi sus-
pendida em 570 mL de 4agua destilada e triturada em liquidi-
ficador em velocidade maxima por 1 min. Uma aliquota de
9 mL dessa suspensdo foi transferida para tubo tipo Falcon
de 15 mL, homogeneizada gentilmente com 1 mL da solugéo
de formaldeido (37%) por 10 s e deixada em repouso por
aproximadamente 2 min. Em seguida, uma aliquota de 12
pL da suspensdo foi distribuida uniformemente sobre uma
lamina microscopica (64 mm?) e desidratada a 50 °C por 2
h. As laminas foram dispostas sobre toalhas de papel ume-
decidas e sobre cada lamina foi gotejado 50 pL de solugdo
recém preparada de fluorescent brightener 28 (Sigma F3397:
componentes C40, H42, N12, O10, S2 e Na2; 1 mg mL"' de
etanol 50%). Depois de coradas as laminas foram acondicio-
nadas, em temperatura ambiente, em sala escura por 2 h e
lavadas com agua destilada por trés vezes, por 20 min, para
remog¢ao do excesso de corante. Em seguida as laminas fo-
ram secas no escuro, em temperatura ambiente, e receberam
uma gota de 6leo de imersdo e uma laminula para observagao
em microscopio.

A biomassa micelial foi determinada por microsco-
pia de epifluorescéncia de luz ultravioleta, com ampliagdo
da imagem de 400 vezes. A observagdo foi realizada pelo
método da grade de intersecg@o, selecionando-se aleatoria-
mente 100 campos e contando-se a presenca ou auséncia de
micélio. A biomassa micelial total (ug_ .. g . - em base
seca) foi calculada conforme descrito por Vries et al. (2006)
¢ Bloem e Vos (2004).

Resultados e Discussio

Biomassa micelial crescida em substrato com adicao de
ferro

Na Figura 1 ¢ mostrada a redug@o da concentragéo
de biomassa micelial no SCSP, em fung¢do da concentragao
de ferro adicionada ao substrato. Pode-se observar que o fun-
go cresceu em todos os SCSP, mesmo naqueles com 1000
mg kg! de ferro. Entretanto, quando a concentragdo de ferro
no SCSP foi acima de 200 mg kg houve forte redugdo da
biomassa micelial.

Apesar da alta variabilidade dos resultados obtidos,
o método de epifluorescéncia foi capaz de detectar a redugéo
da biomassa micelial, conforme o aumento da concentragao
de ferro no SCSP. Mesmo o aumento da biomassa micelial
em concentra¢des de 100 mg kg!' de ferro no SCSP foi de-
tectado pelo método de epifluorescéncia. Isso indica que a
técnica tem potencial para determinar a quantidade de bio-
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massa micelial em substratos de cultivo organico. Devido as
diferencas nos métodos de quantifica¢do de biomassa micro-
biana torna-se dificil a comparag@o de determinadas técnicas
(VRIES et al., 2006). Entretanto, Eduard et al. (2001) relata-
ram que em estudo comparativo para quantificagdo micelial
de micro-organismos pela técnica de microscopia de epifluo-
rescéncia um nivel de erro de até 37%, confirmando a alta
variabilidade na determinagdo da biomassa por esse método.
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Figura 1: Biomassa micelial (Ug, . i S ) A€ Pleurotus ostrea-
tus crescida em substrato de cultivo sélido particulado (SCSP) adi-
cionado com diversas concentragdes de ferro (mg kg') e determina-
da por microscopia de epifluorescéncia.

Padronizacio da quantificacio da biomassa micelial

Na Tabela 1 pode-se observar que para a mistura
de 10000 pg . o & oo fO1 determinado de apenas 457,64
BE, o Sanerae » © Que representa 4,57% da proporgdo real
originalmente utilizada do fungo, indicando baixa precisdo
da medida. As outras misturas tiveram uma porcentagem de
determinacdo da biomassa micelial ainda menores (Tabela
1). Além da reduzida detec¢do da quantidade de biomassa
micelial, os dados apresentaram alta variabilidade. O coe-
ficiente de variagdo foi de 70,7%, 13,3% e 14,2%, respec-
tivamente, para as trés concentragdes de biomassa micelial
fingica avaliadas. Esses valores foram obtidos a partir de tri-
plicata, apos o tratamento dos dados e a retirada dos valores
mais distantes das médias.

Ademais de a metodologia apresentar reduzida pre-
cisdo e exatiddo, foi verificado resultados falso-positivos.
Este aspecto poderia indicar que a forma de homogeneiza-
¢do do material ndo foi a mais indicada ou que a liofilizagdo
¢ moagem do micélio misturado ao SCSP tenha criado um
modelo de pesquisa muito diferente do real. Entretanto, nos
Controles, com SCSP e sem mistura de pé de micélio, fo-
ram determinadas biomassa micelial entre 2234,66 a 5205,33
HE, o Eubasao - 1580 indica que pode ter havido contamina-
¢do do material ou que o corante usado na metodologia de
microscopia de epifluorescéncia ¢ eficiente em corar outras
substéancias que afetam a determinagdo da biomassa micelial
em po de P. ostreatus misturado ao SCSP.

Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 15, n. 2, supl. 1, p. 185-189, jul./dez. 2012.



188 Microscopia de epifluorescéncia...

Tabela 1: Biomassa micelial adicionada ao substrato de cul-
tivo sélido particulado (Ug_; . Speas ) € DiOMassa mice-
lial determinada no substrato de cultivo sélido particulado
(M8, cctio Eaubararo ) POT Microscopia de epifluorescéncia.

Biomassa deter-

Biomassa deter- .
minada em rela-

Biomassa adicio-

nada ao substrgtlo minada (u%micé“o ¢do a adicionada

(R8isio Buo ) o (%)

0 3719,99 + )
1024,38

10000 457,64 +323,6 4,60

100000 1487,32 + 198,16 1,50

200000 4042,45 + 575,85 2,02

Diversos fatores afetam a robustez da técnica de
microscopia de epifluorescéncia (SHARMA; EDWARDS;
BECKETT, 1993). Dentre eles, os corantes fluorescentes sao
diferentes no modo de reacdo para produzirem fluorescéncia,
dificultando a escolha do que melhor se adapta a metodo-
logia. Por exemplo, o fluorescent brightener cora a parede
celular de azul reagindo com polissacarideos e celulose, o
europium chelate cora o material genético, o que ¢ impor-
tante quando se quer verificar a viabilidade celular do micro-
-organismo (VRIES et al., 20006), entretanto o corante DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenilindol) tem acgao fluorescente sobre o
nucleo celular (CARDOSO et al., 2007). Neste trabalho foi
utilizado apenas o corante fluorescent brightener, sendo pos-
sivel que o uso de outros corantes possa melhorar a qualidade
dos resultados obtidos para a quantificacdo da biomassa mi-
celial de P. ostreatus em SCSP.

Outro fator importante a ser considerado para a
quantificacdo de biomassa micelial misturada ao SCSP ¢ a
diluicdo das amostras. O corante fluorescent brightener pos-
sui alta especificidade para os compostos da parede celular
de fungos o que permite a quantificagdo de pequenas quanti-
dades de biomassa fingica. Entretanto ao SCSP em nosso ex-
perimento foi misturada uma alta concentracao de biomassa
fungica. A grande quantidade de biomassa fiingica, principal-
mente apos ter sido liofilizada e moida, pode ter propiciada
uma aglomerag@o da biomassa, o que aumentaria os erros de
amostragem, diluicdo e homogeneizacdo da amostra, princi-
palmente em substratos orgénicos, dificultando uma conta-
gem real, conforme relata Rutsatz (2006). Em nosso trabalho
foi necessario uma diluicdo da amostra de 1:570 para estar
numa faixa de células em que a contagem por microscopia
de epifluorescéncia fosse vidvel. O alto fator de diluicao, as-
sociado a aglomeracdo entre a biomassa fungica e dela com
o substrato podem ter auferido erros na determinagdo no pro-
cesso de determinagdo da biomassa micelial.

Em nosso trabalho os erros variaram de 13,3% a
70,7%, com 4,57% de exatiddo. Apesar dos altos erros en-
contrados, ha potencial de desenvolvimento desta metodo-
logia para a quantificacdo de biomassa micelial em SCSP.
Mais estudos devem ser efetivados para viabilizar o uso desta
metodologia.

Conclusao

Os resultados de exatiddo do método de epifluores-
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céncia na determinacdo da biomassa micelial liofilizada e
misturada em SCSP apresentam alto coeficiente de variagdo
e ndo sdo efetivos. A determinacdo, pelo método de epifluo-
rescéncia, da biomassa micelial crescida SCSP com diversas
concentragdes de ferro ¢ de reduzida exatiddo e precisdo.
Mais estudos sdo necessarios para viabilizar a utilizagdo des-
ta técnica que apresenta potencial de uso, apesar de resulta-
dos negativos a principio.
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