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RESUMO

NUNES, Mateus Dias. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de 2012.
Acumulacio de litio por basidiomicetos. Orientadora: Maria Catarina Megumi
Kasuya. Coorientadores: Wendel Batista da Silveira e Humberto Josué de Oliveira
Ramos

Cogumelos sdo alimentos de baixo teor caldrico e a utilizagdo dos mesmos na
alimentacdo € benéfica para a saide. Cogumelos sdo capazes de absorver e acumular
litio, entretanto, ainda ndo existe estudos sobre quais espécies de basidiomicetos sao
mais sensiveis a litio, quais formas de litio prejudicam mais o desenvolvimento dos
fungos e dos cogumelos e qual a capacidade de absor¢do de litio pelos cogumelos.
Neste estudo, verificou-se que, dentre os 11 fungos avaliados, Pleurotus
ostreatusroseus, Pholiota nameko e Pleurotus ostreatus Sa0 0S menos sensiveis as
diferentes formas de litio testadas. O Li,SO4 € a forma de litio que menos prejudicou
o crescimento micelial dos fungos estudados. As formas e as concentracdes de litio
testadas ndo prejudicam a formacgdo e a produtividade dos cogumelos. P. ostreatus
acumula, cerca de, 16% da concentracdo de litio presente nos substratos,
independentemente do tempo de interacdo do micélio com o substrato. Entretanto P.
ostreatusroseus aumenta a acumulacdo de litio com o tempo, assimilando até 90 %
do litio adicionado ao substrato Nossos resultados sugerem os fungos do género
Pleurotus sao acumuladores de litio, mas que o P. ostreatusroseus apresenta maior
potencial para ser utilizado na producdo de cogumelos enriquecidos com esse

mineral.



ABSTRACT

NUNES, Mateus Dias. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2012.
Accumulation of lithium by Basidiomycetes. Adviser: Maria Catarina Megumi
Kasuya. Co-advisers: Wendel Batista da Silveira and Humberto Josué de Oliveira
Ramos.

Mushrooms are low calorie foods and intake of some could be health. Mushrooms
are capable of absorbing and accumulating lithium, however, there is no studies
evaluating which Basidiomycetes are more sensitive to lithium, lithium forms that
affect the development of most fungi and mushrooms lithium absorption capacity.
We demonstrate that the Pleurotus ostreatusroseus, Pleurotus ostreatus and Pholiota
nameko among the 11 fungi evaluated, are less sensitive to different forms of lithium.
The Li,SOy i1s the less affect the fungi growth. It was found that the forms and the
lithium concentrations tested did not affect the development and production of
mushrooms. P. ostreatus accumulates about 16% of the concentration of lithium
present in the substrate irrespective of the interaction time with the substrate. P.
ostreatusroseus accumulation of lithium increases with time, reaching 90% of the
lithium concentration present in the substrate. Our results suggest that P
ostreatusroseus has a high potential to be used in the production of mushrooms

enriched with lithium.

Vi



INTRODUCAO GERAL

1. Basidiomicetos

A maioria dos basidiomicetos sdo fungos saproéfitos capazes de produzirem
cogumelos. Os corpos de frutificagdo de alguns basidiomicetos sdo muito apreciados na
culindria de diversos paises, com destaque, para a China, Japao, Coréia do Sul e Estados
Unidos. Estes paises sdo os principais produtores de cogumelos do mundo (FAOSTAT,
2010). Estima-se que, atualmente, existam cerca de duas mil espécies potencialmente
comestiveis de cogumelos, porém apenas 25 delas sdo normalmente utilizadas na
alimentacdo humana e um nimero ainda menor tem sido produzido comercialmente
(Vilela, 2004). Entre as espécies de basidiomicetos produzidas comercialmente e
utilizadas na culindria, pode-se destacar, Agaricus bisphorus, que representa cerca de 40
% do volume total de cogumelos produzidos, as espécies do género Pleurotus, que
representam cerca de 25 % do mercado, Lentinula edodes que € a terceira espécie mais
comercializada, Grifola frondosa, Pholiota nameko, Volvariella spp, Hypsizygus
marmoreus, Flammulina velutipes e Auricularia auricula (Vilela, 2004). As espécies do
género Ganoderma também se tem destacado, entretanto, estes cogumelos sao

utilizados para fins medicinais (Vilela, 2004).

Devido ao seu atraente sabor, textura, aroma e valor nutricional, os cogumelos
comestiveis sao muito utilizados e valorizados na culindria. O seu valor nutricional é
devido ao alto conteddo de proteinas, fibras, vitaminas, minerais e ao baixo teor de
lipideos (Bano e Rajarathnam, 1988; Manzi et al., 1999; Barros et al., 2008). A
composi¢do de aminodcidos das protéinas dos cogumelos é comparavel as protéinas de
origem animal (Flegg e Maw, 1997). Isso € importante, pois possibilita que os
cogumelos sejam capazes de substituir as carnes, que sdo consideradas, em algumas
culturas, indispensdveis na alimentacdo didria. O fato dos cogumelos serem alimentos

de baixo valor energético deve facilitar a inclusdo de cogumelos no habito alimentar das

pessoas.

O consumo de cogumelos também pode trazer beneficios para a saude. O
cogumelo da espécie Agrocybe aegerita possui algumas propriedades anti-tumor e anti-
inflamatdrias, portanto, sugere-se que o consumo prolongado do mesmo possa reduzir
inflamacgdes e combater o desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Diyabalanage et

al., 2008). Cogumelos de outras espécies do género Agrocybe, Lentinula, Volvariella e

1



Pleurotus também contém outros metabdlitos bioativos, por exemplo, anti-oxidantes,
anti-fingicos e polissacarideos com atividade hipogliamiante (Tadashi et al., 1994; Kim
et al., 1997; Cheung et al., 2003; Jose et al., 2004; Ngai et al., 2005; Wong e Chye,
2009). Atualmente, doengas cardiovasculares sdo uma das principais causas de mortes
em vadrios paises industrializados (Yusuf e Anand, 2010). Kaneda e Tokuda (1966)
observaram que o consumo de cogumelos de diversas espécies de basidiomicetos,
dentre elas, Lentinula edodes, tinha uma acdo hipocolesterolémica. Também existem
estudos semelhantes com o cogumelo Pleurotus ostreatus (Bobek et al., 1991; Bobek et
al., 1993; Bobek et al., 1994). Portanto, o consumo de cogumelos pode trazer beneficios
para a saide humana, tanto que alguns produtos provenientes de cogumelos ou micélio
de fungos ja sdo comercializados na forma de cdpsulas e tabletes como suplementos

dietéticos (Wasser et al., 2000).

Outra caracteristica dos corpos de frutificacdo de basidiomicetos é a capacidade
de absorver e acumular diferentes tipos de elementos, por exemplo, selénio, litio, cobre,
zinco, cddmio e urdnio (Nakajima e Sakaguchi, 1993; Bayramoglu et al., 2002; de
Assuncdo, 2010; Figlas et al., 2010; Silva et al., 2012). P. ostreatus é capaz de absorver
selénio, visto que o enriquecimento do substrato de cultivo dos fungos com selenito de
s6dio provocou um aumento de até 7,5 vezes na concentracdo de selénio nos cogumelos
(Silva et al., 2012). Diversos basidiomicetos, inclusive P. ostreatus, também sao
capazes de absorver e acumular litio do meio (Widmer, 1999; Vetter, 2005; de
Assunc¢do, 2010). Entretanto, devido a escassez deste elemento no ambiente, as
concentracdes de litio normalmente encontradas nos cogumelos sdo muito pequenas
(Vetter, 2005). Widmer (1999) observou que adi¢do de carbonato de litio, cloreto de
litio, sulfato de litio, acetato de litio, citrato de litio ou qualquer outro composto que
contenha litio e seja solivel em 4gua, no substrato, na 4gua utilizada para irrigagcdo, nas
paredes e chdo dos quartos de frutificacdo provocava aumento na concentragdo de litio
nos cogumelos de algumas espécies de fungos. Este mesmo autor também observou que
a relacdo entre disponibilidade de litio e absor¢do do mesmo é linear em algumas
espécies de fungos, possibilitando o controle da quantidade de litio a ser absorvida. O
enriquecimento do substrato de cultivo de cogumelos de P. ostreatus com diferentes
concentracdes de cloreto de litio mostrou que o acumulo de litio no corpo de
frutificacdo foi diretamente proporcional as concentracdes de cloreto de litio

adicionadas ao substrato sem afetar a eficiéncia bioldgica e as caracteristicas



morfolégicas dos cogumelos (de Assunc¢do, 2010). Cogumelos da espécie Agaricus
bisporus com concentracdes de até 100 ppm de litio ja foram relatados na literatura
(Widmer, 1999). Portanto, o enriquecimento do substrato, utilizado para o cultivo de

cogumelos com litio é capaz de aumentar a concentragdo de litio em cogumelos.

O litio presente em cogumelos pode estar coordenado com compostos organicos.
de Assuncdo (2010) verificou que os compostos de litio presentes em cogumelos podem
ser mais biodisponiveis que os sais de litio. Demonstrou, ainda, que o litio presente nos
cogumelos de P. ostreatus apresenta cerca de 70 % de fracdo soldvel em dgua e 30 % de
fracdo reduzida e trocdvel. Esses compostos de litio diferem completamente do sal de
litio, na forma de carbonato de litio, que se encontra apenas na fragdo residual
(Assuncdo, 2010). As fracdes trocdveis e reduzidas estdo relacionadas com os processos
de adesdo fisica ou ligacdo de ions e moléculas na superficie de outras moléculas
(Begonia et al., 2008). As formas minerais que pertencem as fracdes nao residuais, que
incluem a fracdo trocavel, soluvel em &4gua e fracdo reduzida, apresentam maior
solubilidade se comparada a fracdo residual (Figlas et al., 2010). A solubilidade é um
importante fator que afeta a biodisponibilidade desses minerais, podendo-se inferir que
existe uma tendéncia dos minerais que se encontram nas fragdes ndo residuais serem
mais biodisponiveis (Figlas et al., 2010). Entretanto, € importante frisar que para um
elemento ser absorvido e utilizado pelo organismo necessariamente devera estar em
uma forma soldvel no fluido intestinal, na forma de ion ou ligado a outra molécula

(Elless et al., 2000).

A identificacdo das moléculas, que estdo interagindo com litio nos fungos, é
fundamental para posterior descricio e caracterizagdo dos compostos de litio. A
caracterizacdo e descri¢do destas moléculas possibilitard determinar quais compostos
podem apresentar possiveis atividades terapéuticas, o que € importante antes do
desenvolvimento de pesquisas farmacéuticas e estudos mais onerosos e demorados com
os cogumelos e com os compostos que estdo interagindo com o litio, como por
exemplo, estudos toxicoldgicos. A identificagdo possibilitard também estudar a
localizacdo, a sintese e entender como ocorrem os processos de regulacdo desses
compostos nos fungos, o que é essencial para posteriores estudos de melhoramento

genético.



2. Utilizacao de sais de litio na medicina

Transtorno bipolar € uma doenga relacionada com surtos de depressao que afeta,
principalmente, individuos entre 15 e 25 anos (Blader e Carlson, 2007) e que requer
tratamento adequado e continuo. Recentemente, tem se observado um elevado aumento
no nimero de criangas e adultos com esse transtorno (Blader e Carlson, 2007). Os
principais problemas dessa doenca sdo o elevado indice de mortalidade devido a
suicidio (15 - 20%) (Rose et al., 2003), frequente necessidade de internacdo e elevada
recorréncia, de cerca de 50 % no periodo de um ano e 70 % durante quatro anos (Fink,
2001; Scott et al., 2006). Outro problema € a perda da qualidade de vida de toda a
familia do paciente, devido a alguns sintomas como o aumento de agressividade,
agitacdo, insonia, aumento de alcoolismo e uso de entorpecentes, mudancas bruscas no
temperamento, entre outros (Kasper e Hirschfeld, 2005). Diante desse cendrio, é
importante o tratamento correto da doenca, tanto para melhorar a qualidade de vida do

paciente e da familia do mesmo, quanto para diminuir os custos do tratamento.

Fontes de litio, carbonato de litio (Li,COs3) e acetato de litio (CH3COOL1), comecaram a
ser amplamente utilizados nos tratamentos de transtornos psiquidtricos cerca de 60 anos
atrds, principalmente no tratamento do transtorno bipolar. A principal caracteristica
terapéutica desses sais € o controle do humor dos pacientes e a redu¢do do nimero de
suicidios (Baldessarini et al., 1999). H4 alguns anos, esses sais de litio também sdo
utilizados no tratamento de depressdo (Malone et al., 2000). Um estudo realizado na
década de 80 estimou que nos Estados Unidos houve uma economia de
aproximadamente 4 bilhdes de ddlares (2,88 bilhdes em diminuicdo de despesas com
tratamentos e 1,28 bilhdes em produtividade) apds a implementagdo do litio nos
tratamentos psiquidtricos, devido a redugdo de gastos com os tratamentos e recuperacao
da produtividade (Reifman e Wyatt, 1980). Embora os mecanismos de atuagdo do litio
ndo sejam muito bem esclarecidos € consenso este elemento € importante nos
tratamentos de transtornos psiquidtricos, sendo seus beneficios observados pela reducao
da agressividade tanto em adultos como em criangas (Malone et al., 2000), reducdo de
mortalidade devido a problemas cardiovasculares, redu¢do dos riscos de declinio
cognitivo e, consequentemente, reducdo no aparecimento de deméncia e episddios de

transtorno de humor, dentre outros (Ghaemi, 2010).



Entretanto, desde o comeco de sua utilizacdo para fins medicinais, médicos e
profissionais da sadide alertam para toxicidade do litio. Em 1949, sua utilizacdo foi
banida nos EUA e apenas em 1970 foi retomada apds aprovacdo FDA (Food and Drug
Administration) (Strobusch e Jefferson, 1980). A eficiéncia do tratamento depende da
frequéncia de uso da medicacdo e das dosagens de litio, que devem ser proximas das
dosagens médximas recomendadas. A concentracdo de litio no sangue dos pacientes é em
torno de 10 mg L e essa concentracdo jd acarreta uma pequena intoxicacdo (Aral e
Vecchio-Sadus, 2008). As dosagens altas sdo necessdrias principalmente devido a baixa
velocidade de deslocamento dos ions de litio pela membrana plasmatica (Aral e
Vecchio-Sadus, 2008), o que pode interferir na capacidade de sua absor¢do, na
distribuicdo do mesmo no corpo e na taxa de excrecdo. Alguns efeitos colaterais podem
ser observados durante os tratamentos, como por exemplo, danos no sistema nervoso
central (Kjglholt et al., 2003), aparecimento de hipotireoidismo, ganho de peso, danos
durante o desenvolvimento embriondrio, inibicio de multiplas enzimas, alteracdo na
hematopoiese, dano nos rins, dentre outros. (Aral e Vecchio-Sadus, 2008; Ghaemi,
2010). Cerca de 90 % do litio ingerido € excretado pelos rins (Arancibia et al., 1986).
Devido a continua exposi¢do dos pacientes a esse metal, alguns distirbios renais como
insuficiéncia renal cronica em cerca de 5 % dos pacientes (Hetmar et al., 1986) e

reduc¢do da capacidade de concentracdo urindria sdo comuns (Ghaemi, 2010).

Deste modo, o consumo de cogumelos enriquecidos com litio por pacientes que
sofrem de transtorno bipolar pode ser uma estratégia interessante para aumentar a
concentracdo de litio no sangue dos mesmos e, talvez, diminuir a necessidade de

medicacao com sais de litio.

Entretanto, na literatura consultada, ndo existem estudos sobre as formas e
concentracoes de litio que afeta a morfologia dos fungos e também o seu
desenvolvimento e produtividade. Além disso, existe a necessidade de verificar a
capacidade de absor¢do de litio pelos fungos e se o enriquecimento prejudica a

producdo de cogumelos.

Dessa forma, este trabalho foi realizado seguindo-se a seguinte sequéncia:

1. Determinar as espécies de cogumelos menos sensiveis a litio;



Determinar as formas de litio que menos prejudicam o desenvolvimento micelial

dos fungos;

Determinar a concentracdo das formas de litio que ndo prejudicam o

desenvolvimento micelial;

Avaliar se o enriquecimento prejudica a eficiéncia bioldgica e altera as

caracteristicas morfoldgicas dos cogumelos;

Determinar as taxas de absorc@o de litio pelos cogumelos e avaliar se existe
influéncia do tempo de exposicdo o micélio as formas de litio na taxa de

absor¢ao;

Determinar qual a melhor forma de litio para ser utilizada para o enriquecimento

dos cogumelos
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CAPITULO 1: Efeito de diferentes formas e concentragdes de litio no
desenvolvimento de basidiomicetos
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RESUMO

O enriquecimento de cogumelos com litio pode ser uma estratégia para fornecer
formas de litio mais soliveis e biodisponiveis para tratamento de algumas doencas,
como o transtorno bipolar. Entretanto, ainda ndo existem estudos que determinam quais
espécies de basidiomicetos absorvem o litio, e quais as formas e concentracdes que 0s
fungos toleram sem afetar a fase lag, a velocidade de crescimento, a produgdo de
biomassa e a morfologia das hifas e das coldnias. Os fungos Pleurotus ostreatus,
Pleurotus ostreatusroseus e Pholiota nameko foram os isolados que cresceram nos
meios de cultura com as maiores concentragdes de litio, sendo P. ostreatusroseus o que
apresentou os melhores resultados. O enriquecimento com Li,SO4 prejudicou menos o
desenvolvimento micelial dos fungos se comparado com as outras formas de litio
utilizadas. Nossos resultados indicam que o Li,SO4 é a forma mais indicada para o
enriquecimento de cogumelos, e a espécie P. ostreatusroseus apresenta maior potencial

para ser utilizada na produ¢ao de cogumelos enriquecidos com litio.

12



ABSTRACT

The enrichment of mushrooms with lithium may be a strategy to provide forms
of lithium more soluble and bioavailable for treatment of some diseases such as bipolar
disorder. However, there are no studies that determine which species of basidiomycetes
absorb lithium, and what forms and concentration that fungi can tolerate without
affecting the lag phase, growth rate, biomass production and hyphal and colonies
morphology. The fungi Pleurotus ostreatus, Pleurotus ostreatusroseus and Pholiota
nameko were the isolates that grown in culture media with higher concentrations of
lithium. Pleurotus ostreatusroseus showed the best results. The enrichment with Li,SO4
less impaired the development of fungi compared to other forms of lithium. Our results
indicate that the form of lithium and species Li,SOu, Pleurotus ostreatusroseus are

recommended to be used in the production of mushrooms enriched with lithium.
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INTRODUCAO

O consumo de cogumelos estd muito relacionado com fatores culturais e a China
e os Estados Unidos sdo os maiores produtores de cogumelos do mundo (FAOSTAT,
2010). Dentre as espécies cultivadas pode-se citar Agaricus bisporus, Lentinula edodes,
Grifola frondosa, Hericium herinaceum, Pholiota nameko, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus ostreatusroseus, dentre outros. Algumas espécies de basidiomicetos sdo
capazes de absorver e acumular elementos do meio em seus corpos de frutificagcdo como
o selénio e litio, quando cultivados em substratos com alta concentracdo desses
elementos, sendo que concentracdes de até 100 ppm de litio ja foram encontradas em
cogumelos (Widmer, 1999; Bayramoglu et al., 2002; Figlas et al., 2010; Assuncao,
2010; Silva et al., 2012). Portanto, se os cogumelos absorvem quantidades elevadas de
litio, o consumo dos mesmos pode ser uma estratégia interessante para aumentar a
ingestdo humana didria de litio.

Dependendo da concentracdo, o litio pode ser toxico para animais, plantas e
microrganismos (Aral e Vecchio-Sadus, 2008). Wildman (1991) observou que o
enriquecimento do meio de cultura com 6 g L"de LiCl inibia o crescimento de algumas
espécies de Trichoderma. Entretanto, as concentragdes inibitérias de LiCl variam muito
entre microrganismos, por exemplo, para inibir o crescimento de Listeria
monocytogenes € necessario adicionar de 30 g L de LiCl no meio de cultura enquanto
a adicdo de 3 g L é suficiente para inibir desenvolvimento de Enferococcus faecalis
(Cox et al., 1990). Além de inibir o crescimento microbiano, o litio provoca outros
efeitos negativos como indugdo precoce da esporulacdo em Bacillus subtilis (Warburg
et al., 1985) e inibi¢cdo da glicolise e piruvato kinase em Escherichia coli (Umeda et al.,
1984). Portanto, € importante determinar qual concentragdo de LiCl que inibe ou
prejudica o crescimento micelial de espécies de cogumelos comestiveis, visto que, o
desenvolvimento micelial é fundamental para a produ¢ao de cogumelos.

A adicdo de carbonato de litio, cloreto de litio, sulfato de litio, acetato de litio,
citrato de litio ou qualquer outro composto que contenha litio, e seja solivel em dgua no
substrato de cultivo dos cogumelos, provoca aumento de litio nos corpos de frutificacao
(Widmer, 1999). Mas, como a composi¢do quimica destas formas de litio € diferente, a
influéncia das mesmas no crescimento dos fungos nio deve ser igual. Por exemplo,

acetato € um dacido orgénico fraco que inibe o crescimento de alguns microrganismos
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(Cheung et al., 2010) e cloro € utilizado como agente desinfetante (Tyrrell et al., 1995).
Portanto, o desenvolvimento de fungos em substratos contendo litio deve ser
influenciado pelas formas de litio adicionadas ao substrato.

Deste modo, existe a necessidade de se conhecer quais espécies de
basidiomicetos acumulam o litio e quais as formas e concentragdes desse elemento que
podem ser utilizadas para producdo de cogumelos enriquecidos sem afetar o
crescimento e a morfologia dos fungos.

O objetivo deste trabalho foi determinar quais as espécies de basidiomicetos que
nao sdo muito sensiveis a litio e qual as formas de litio que ndo prejudica o

desenvolvimento micelial dos fungos.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos

Foram utilizados os isolados de Pleurotus ostreatus (PLO 6) e Pleurotus
ostreatusroseus (PLO 13), Pleurotus citrinopiliatus (PLO A), Grifolla sp. (GF),
Grifolla sp. (GF-JP), Ganoderma sp. (GR 117), Pleurotus erynki (PLE 04), Hericium
herinaceum (He 01), Pholiota nameko (PH 01), Lyophillum shimeji (Ly 01) e Lentinula
edodes (UFV 73), pertencentes a cole¢do de fungos do Laboratério de Associa¢des
Micorrizicas do Departamento de Microbiologia da UFV/BIOAGRO. Para reativacio
das culturas, amostras de micélio dos isolados fingicos foram transferidas para o centro
de uma placa de Petri contendo BDA (Batata Dextrose Agar), até a colonizacdo

completa da placa de Petri..

2.2. Meios de cultura e condicoes de cultivo

Para avaliar o crescimento das culturas na presenca de litio foi utilizado o meio
de cultura BDA contendo as seguintes concentracdes de cloreto de litio (Sigma), em mg
L' a) 0,0 b) 50 ¢) 100 d) 150 e) 200 f) 270. Os meios foram autoclavados a 121 °C
durante 20 min. discos de Agar contendo micélio dos isolados foram transferidos para o
centro de placas de Petri contendo os meios enriquecidos, ou ndo, e incubadas em
estufas tipo BOD, com temperatura controlada a 22,5 + 1 °C.

Apés determinacdo das concentracdes minimas de inibicio do LiCl que
permitiram o crescimento de cada fungo, outro experimento foi realizado utilizando as
seguintes formas de litio: sulfato de litio (Li1,SOy), fluoreto de litio (LiF), hidreto de litio
(LiH), carbonato de litio (Li,COj3) e acetato de litio (CH3COOQLi), e o meio BDA
contendo os seguintes fungos e concentragdes de litio a) PLO 13 e PLO 6 com 270 mg
L de litio b) PLO A, GR 117, GF, GF-JP e PLE 04 com 200 mg L™ de litio ¢) UFV 73,
He 01 e Ly 01 com 100 mg L' de litio. Amostras de micélio dos isolados foram
transferidas para o centro de placas de Petri contendo os meios enriquecidos, os quais

foram incubados em camaras de crescimento (BOD) a 22,5 + 1 °C.
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2.3. Determinacao do pH e do potencial redox (Ep) dos meios de cultura

Para determinag¢do do pH e do potencial redox, amostras do meio de cultura
foram mantidas aquecidas a 45 °C, em banho-maria, para evitar solidificagao do meio.
As amostras foram submetidas a leitura direta no aparelho ORION 5 STAR, Thermo
Electron Corporation, depois da calibracio do mesmo. Devido ao fato de apenas o PLO
13 ter desenvolvido em meio BDA enriquecido com LiH, apenas neste meio foram

realizadas leituras do meio de cultura, sem o fungo, no inicio e no final do experimento.

2.4. Determinacio da fase lag

ApOs a inoculagdo dos fungos as placas de Petri foram observadas diariamente

para conferir o inicio do crescimento micelial.

2.5. Taxa de crescimento

O crescimento dos fungos foi determinado pela medicdo de dois didmetros da
colOnia, perpendiculares entre si. As medi¢des foram realizadas a cada 48 h para os
fungos com crescimento mais rdpido PLO 6, PLO 13, PLO A, PLE 04, PH 01, GR 117,
e a cada 72 h para os fungos com menores taxas de crescimento GF, GF-JP, UFV 73,

He 01 e Ly O1.

2.6. Caracterizacoes culturais e morfoldégicas das colonias

As caracteristicas culturais das coldnias foram avaliadas de forma qualitativa
utilizando o seguinte critério: a) modificacdo na coloragdo do meio de cultura; b)
modifica¢do na coloracdo das coldnias; c) modificagdo na espessura das colonias; d)

modificagdo no aspecto de crescimento da colonia (uniforme ou desigual).

2.7. Distancia entre os septos e diametro das hifas

Para a determinacdo da distancia entre os septos e o didmetro das hifas amostras

do micélio de cada fungo foram coradas em laminas de microscopia, por 3 min, com 20
~ , -1 ~ . . L.

puL de solugdo de calcoflior a 1ugmL ™. As laminas foram observadas em microscépio

com acessorios de epifluorescéncia Y-FL, usando-se a faixa de comprimento de onda de
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excitacdo de 450 - 520,,. As imagens foram capturadas com uma camera digital FUJIX
HC-300Z e processadas com o software Image Pro Plus. Essa determinacdo ¢é
importante, visto que algumas espécies de fungos apresentam alteracdes morfolégicas

das hifas quando submetidos a condi¢des ambientais inadequadas.

2.8. Determinaciao da biomassa

Para a determinacao da biomassa micelial, todo o micélio presente nas placas de
Petri juntamente com o meio de cultura, foram transferidos para frascos com 500 mL de
dgua deionizada tipo I e aquecidos até todo o meio de cultura ser dissolvido. A solu¢do
foi filtrada e o micélio retido no filtro foi levado a estufa a 80 °C, até massa constante,
em recipiente de papel aluminio com massa conhecida, para determinacdo da biomassa

micelial final.

2.9. Analises estatisticas

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualisado com sete
repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e, posteriormente, as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3- RESULTADOS

3.1. pH e potencial redox (E;) dos meios de cultura

O CH;COOQLi, Li;CO; e LiH afetaram tanto o pH como o E; dos meios de

culturas (Tabelas 1 e 2). O LiCl, Li,SOq4e LiF ndo alteraram o pH e E;, em nenhuma das

concentracdes testadas. O LiH e Li,CO; promoveram o maior aumento do pH,

chegando a 9,2 na concentracdo de 270 mg L' de litio (Tabela 1). Esses mesmos

compostos também causaram a maior diminui¢do do E;, chegando a valores menores

que -200 mV (Tabela 2).

Tabela 1: pH inicial dos meios de cultura enriquecidos com diferentes concentragdes e

formas de litio.

Litio (mg L)
Tratamentos

50 100 150 200 270

Controle 5,5
Li,SO, 5,6 5,6 5,8 5,8 5,8
LiCl 5,5 5,6 5,7 5,7 5,8
CH;COOLi 5,7 5,8 6,1 6,2 6,4
LiH 6,0 6,6 7,7 8,5 9,2
Li,CO; 6,2 7,0 8,0 91 9,2
LiF 5,5 5,6 5,7 5,6 5,7
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Tabela 2: Potencial redox inicial (mV) dos meios de cultura enriquecidos com diferentes

concentragdes e formas de litio.

Litio (mg L)
Tratamentos
50 100 150 200 270

Controle 358,2
Li,SO, 352,7 353,1 356,0 355,3 342,7
LiCl 357,7 351,6 350,8 338,1 348,8
CH5COOLi 360,2 3322,3 307,7 279,7 267,5
LiH 356,4 316,4 190,8 -225,1 -224,7
Li,CO3 315,3 254,1 192,1 -134,3 -241,0
LiF 361,3 352,9 356,8 376,5 338,9

3.2. Fase lag

O aumento na concentracdo de LiCl e a adi¢cdo de diferentes formas de litio
aumentaram a fase lag das espécies testadas, com excecao dos isolados PH 01 e UFV 73
(Tabela 3 e 4). Os isolados PLO A, PLO 13, GR 117 e PLE 04 nao foram afetadas pelo
LiCl, entretanto, foram afetadas por outras formas de litio, principalmente pelo
CH3;COOQLi. A maior fase lag foi observada quando o GR 117 foi cultivado em meio
BDA contendo hidreto de litio, de 26,6 d (Tabela 4).

O He 01 e Ly 0Ol destacaram-se por terem a fase lag prolongada por

aproximadamente 5 vezes utilizando apenas 50 mg L de litio (LiCl) (Tabela 3).
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Tabela 3: Fase lag, taxa de crescimento (cm dia™*), massa seca, niimero de repeti¢des (N) e alteragdes nas caracteristicas culturais das colonias

dos fungos de 11 espécies de basidiomicetos em meios de cultura adicionados com diferentes concentracdes de LiCl (valores expressos como

média + desvio padrio).

Taxa de crescimento

Isolado Litio (mg L™) Fase lag (dias) (cm dia) Massa seca (g) N AlteracOes nas caracteristicas culturais
PH 01 Controle 2,6 +0,245 0,409 £ 0,042 0,1906 £0,0359 a 5 -

50 2,667 £ 0,557 0,363 £0,031 0,1253+0,0217 ab 4 Perda da colorag3o das col6nias

100 2,667 £0,516 0,395+ 0,024 0,1575+0,0510 a 6 Perda da coloragdo e coldnias finas

150 2,8 0,447 0,383+ 0,022 0,1186+0,0470 ab 5  Ferdadacoloracio e maiorirequéncia de colonias

200 2,833 +£0,408 0,339+ 0,069 0,0566 +0,0334 b 6 Perda da coloragdo e colénias muito finas

270 3,167 £ 0,408 0,376+ 0,016 0,0183+£0,0046 ¢ 6 Perda da coloragdo e coldnias muito finas
PLO 06 Controle 1,571+0,535 b 0,795 10,074 0,5120+0,0599 a 7 -

50 1,600+0,548 b 0,599+ 0,034 0,4000£0,0516 ab 5 sm

100 2 b 0,460 £ 0,033 0,3730+0,1102 b 4 Colénias amareladas

150 2,167 +0,408 b 0,407 £ 0,018 0,3055+0,0888 bc 6 Colénias amareladas e hifas aéreas

200 2,250+0,500 ab 0,251 £ 0,020 0,1935+0,0291 ¢ 4 Coldnias com colora¢do modificada e pouco densas

270 3 a 0,027 £ 0,007 0,0881+0,0177 d 6  Coomiasmuitodensas, com coloracdo modificada e

modificagdo coloragdo do meio
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Tabela 3: Continuacao

Isolado Litio (mg LY

Fase lag (dias)

Taxa de crescimento (cm dia™)

Massa seca (g)

AlteragGes nas caracteristicas culturais

PLO 13 Controle

50

100

150

200

270

GR 117 Controle

50

150

200*

PLO A Controle

50

100

150

200*

1,571+ 0,535
1,571+ 0,535
1,667 +0,516
1,714 + 0,488
1,833 0,408
2,167 + 0,408
1,714 + 0,488
1,857 +0,378

2,571 +0,535

1,667 £0,516
2+0,00
2,4 +£0,548

2,5+0,577

0,636 + 0,037
0,632 + 0,042
0,644 +0,034
0,640 +0,021
0,604 +0,071
0,604 + 0,104
0,549 + 0,069
0,512 +0,033

0,187 + 0,039

0,571 + 0,064
0,565 + 0,060
0,640 +0,119

0,083 + 0,041

0,2054 + 0,0398
0,1996 + 0,0505
0,2235 +0,0338
0,1916 + 0,0640
0,1712 +0,0473
0,1422 +0,0417
0,2596 + 0,0349
0,2894 + 0,0498

0,0330+0,0142

0,306 + 0,0702
0,3618 + 0,1053
0,1530 + 0,0357

0,0838 +£0,0543

sm

sm

sm

sm

sm

sm

sm

sm
Col6nias com coloragdo modificada

Colbnias com coloragdo modificada
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Tabela 3: Continuacao

Isolado Litio (mg L™ Fase lag (dias)  Taxa de crescimento (cm dia™) Massa seca (g) N AlteracOes nas caracteristicas culturais
UFV 73 Controle 1,750 = 0,500 0,392 £ 0,014 a 0,0715+0,0034 5 -
50 2,500 + 0,548 0,205 £ 0,026 b  0,0383+0,0017 6 sm
100* - - - -
He 01 Controle 4,167 £0,753 0,680 £ 0,128 a 0,1187+0,0311 6 -
50 20,333 £1,033 0,028 £ 0,002 b  0,0148 £ 0,0066 5 sm
100* - - - -
Ly 01 Controle 4,333 +0,516 0,587+ 0,071 a 0,1653+0,0338 6 -
50 19,5 £ 0,548 0,100 £ 0,044 b  0,0350+0,0219 5 Colénias bem finas
100* - - - -
GF Controle 4,333 +0,516 0,227 £0,015 a 0,1522 +0,0622 6 -
50 5+0,632 0,211 £ 0,031 a 0,1713+0,0452 6 sm
100 12,5+2,52 0,079 £ 0,024 b  0,0600 +0,0197 4 sm
150* - - - -
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Tabela 3: Continuacao

Isolado Litio (mg LY

Fase lag (dias)

Taxa de crescimento (cm dia™)

Massa seca (g)

Alteragbes nas caracteristicas culturais

GF-JP Controle 2,5+0,548 b 0,281 + 0,045 a  0,0671+0,0144 -
50 2,333£0,516 b 0,244 £ 0,027 a  0,0715+0,0066 sm
100 45+1291 a 0,139 £ 0,018 b 0,0232+0,0091 sm
150* - - - -
PLE 04 Controle 1,8 +0,447 0,578 + 0,047 a  0,2250+0,0519 -
50 1,833 +0,408 0,451+ 0,031 b  0,1892+0,0367 sm
100 240,00 0,443 £ 0,022 b  0,1038+0,0162 Modificagdo na coloragio do meio
150 240,00 0,238 0,010 ¢ 0,0362+0,0115 Modificagdo na coloragio do meio
200* - - - -

Médias seguidas de letras iguais, para cada estirpe, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <0,05), Pleurotus ostreatus (PLO 6) e Pleurotus
ostreatusroseus (PLO 13), Pleurotus citrinopiliatus (PLO A), Grifolla sp. (GF), Grifolla sp. (GF-JP), Ganoderma sp. (GR 117), Pleurotus erynki (PLE
04), Hericium herinaceum (He 01), Pholiota nameko (PH 01), Lyophillum shimeji (Ly 01) e Lentinula edodes (UFV 73). sm- sem modificacao

* Concentragdo minima de litio capaz de inibir o desenvolvimento micelial.
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Tabela 4: pH, potencial redox (mV), fase lag, taxa de crescimento (cm dia™), massa seca, nimero de repeticdes (N) e alteracdes nas
caracteristicas culturais das colonias de 5 espécies de basidiomicetos que conseguiram crescer em meios de cultura adicionados com diferentes
formas de litio (valores expressos como média + desvio padrdo).

Isolado Litio (mgL™) Tlp,q de pH mV Fase lag (dias) . Taxa de .1 Massa seca (g) AIte'raf;oes nas .
litio crescimento (cm dias™) caracteristicas culturais
PLO 06 Controle - 55 360,8 1,571+0,535 ¢ 0,795 + 0,074 a 0,5120+0,0599 -
270 LiCl 5.8 348,8 3+0,00 b 0,027 + 0,007 c 0,0881+0,0177 sm
270 CH;COOLi 6.4 267,5 13,20+0,837 a 0,037 + 0,009 c 0,0092 +£0,0011 *
Col6nias muito densas, com coloragdo
270 LiSO, 5.8 342,7 1,6 £0,548 c 0,067 £0,010 b 0,1355 +0,0427 modificada e modificag&o coloragéo do
meio
PLO 13 Controle - 55 360,8 1,571+0,535 ¢ 0,636 + 0,037 a 0,2054 +0,0398 -
270 LiCl 5.8 348,8 2,167+0,408 b 0,604 + 0,104 a 0,1427 +£0,0411 sm
270 CH;COOLi 6.4 267,5 4,0+1,871 a 0,392 £ 0,048 b 0,2118 £0,0610 Col6nias com coloragdo modificada
270 LiSO, 5.8 342,7 1,20%0,447 c 0,360 + 0,029 b 0,2714+0,1218 sm
270 LiF 5.7 338,9 3,25+1,5 ab 0,109 + 0,046 C 0,075 +0,0417 Col6nias com coloragdo modificada
270 LiH 9.2 -225 1,20 + 0,447 c 0,423 +0,018 b 0,1596 +0,0514 sm

25



Tabela 4: Continuacao

Isolado - Litio (mg L") Tiﬁfiode pPH ~ mV Fase lag (dias) crescim-tle—zic(s ?cem dias™) Massa seca (g) N caracﬁlé(:irsi?gessc?j:urais
GR117  Controle ; 55 360,8 1,714+0,488 ¢  0549t0,069 a 0,2596+0,0349 a 7 -

200 Lcl 5.8 3381 - ; - 6 sm

200 CH,COOLi 6.2 279,7 4,400:0,548 b  0,038:0010 b 0003£0,001 d 5 sm

200 LisO, 5.8 3553 4,000£0,632 b  0061+0013 b 00233£0,006 b 6 Coloniascom coloragio modificada

200 LH 85 -225 26600:2,410 a  0052t0,024 b 0060%0017 ¢ 5 sm
PLOA  Controle - 55 360,8 1667t0516 b 0571 +0064 a 0306£00702 a 6 -

200 Lcl 58 3381 - ; - 6 sm

200 CH,COOLi 62 279,77 68t342 a  0021t0012 ¢ 0058+0018 ¢ 5 -

200 liso, 58 3553 14:0548 b  0207:0,021 b 0010700031 b 5 COONscom colorassomodificada
PLEO4  Controle - 55 360,8 18t0447 b  0578t0,047 a 0,2250£0,0519 a 5 -

200 Lc 58 3381 - ; - 5 sm

200 LisO, 58 3553 3,66£0577 a  0,197+0054 b 0,0189+0,0069 b 3 sm

Médias seguidas de letras iguais, para cada estirpe, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).Pleurotus ostreatus (PLO 6) e
Pleurotus ostreatusroseus (PLO 13), Pleurotus citrinopiliatus(PLO A), Ganoderma sp. (GR 117) e Pleurotus erynki (PLE 04)

* Tamanho da coldnia muito pequeno, inviabilizando a determinacdo de mudancas morfoldgicas. (sm) sem modificagao (-) sem crecimento

** Tipos de litio ndo demonstrados inibiram o desenvolvimento micelial
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3.3. Velocidade de crescimento

Com exce¢ao do PH 01, a adicdo das formas de litio no meio reduziu a
velocidade de crescimento de todos os fungos, de tal maneira, que os fungos Ly
01, UFV 73, He 01, GF, GF-JP tiveram o seu crescimento inibido por LiF,
Li,SO4, LiH, Li,CO3; e CH3COOLi. O Li,COs3 inibiu o crescimento de todos os

fungos testados e apenas o PLO 13 cresceu na presenca de LiF (Tabela 4).

O crescimento da maioria dos fungos avaliados reduziu a partir de 100 mg
L' de litio (LiCl) (Tabela 3). As menores taxas de crescimento foram observadas
com a adicao de 200 mg L' de litio (CH3;COOLI1), contudo, outras formas de litio

nessa concentragao ja inibiram o crescimento dos fungos (Tabela 4).

3.4. Producao de biomassa flingica

A producdo de biomassa micelial pelos fungos avaliados diminuiu a
medida que se aumentou a concentragdo de LiCl no meio de cultura (Tabela 3) e
na presenca de 200 e 270 mg L™ de diferentes compostos contendo litio (Tabela
4). Excecdo foi observada quando P. ostreatusroseus (PLO 13) e P. nameko (PH
01) foram cultivados na presenca de LiCl e a produ¢do de biomassa manteve-se

inalterada (Tabela 3).

3.5. Distancia entre os septos

A influéncia da concentracdo e das formas de litio na distincia entre septos
variou entre os fungos estudados (Tabela 5 e 6). Porém, a maioria ndo foi afetada.
A modificagdo na concentragdo de LiCl demonstrou ser mais relevante que as

diferentes formas de litio para alterar a distincia entre os septos.

3.6. Diametro das hifas

Para a maioria dos fungos testados a concentracdo de litio e as formas de
litio afetaram o didmetro das hifas (Tabela 5 e 6). Entre os fungos que
conseguiram crescer em outras fontes de litio, o enriquecimento com Li,SO4 foi o

que mais provocou alteracao no diametro das hifas (Tabela 6).
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Tabela 5: Distancia entre septos e didmetro das hifas de 11 espécies de
basidiomicetos em meios de cultura adicionados com diferentes concentragdes de

LiCl (valores expressos como média + desvio padrao).

Isolado  Litio (mgL™) Distancia entre septos (um) Diametro das hifas (um)

PHO1 0 61,77 £ 10,68 b 1,952 +0,3709 b
50** 62,80+ 15,57 b 2,1967 £ 0,3399 b
100 63,12+ 10,73 b 2,0818 + 0,408 b
150 72,51+ 25,08 ab 2,326 + 0,589 b
200 81,32 +£29,67 a 3,569 £ 0,800 a
270 68,47 +22,71 ab 3,672 £ 0,565 a
PLO 06 0 65,44 + 16,85 ab 3,348 £ 0,892 a
50 57,89 + 15,90 b 2,793 £ 0,395 b
100 66,13+ 17,65 ab 2,651+0,877 bc
150 62,96 + 17,51 ab 2,607 +0,711 bc
200 60,34 + 18,05 b 2,191 £ 0,585 c
270 76,59 £ 32,72 a 2,963 +£0,3953 ab
PLO 13 0 69,96 + 28,44 4,527 +1,637 a
50 59,97 + 23,25 3,449 + 1,007 b
100 64,91 + 29,58 3,147 £ 0,612 b
150 66,77 + 33,64 3,068+ 1,131 b
200 67,52+31,93 3,362 £ 0,988 b
270 66,18 £ 23,16 3,546 £ 0,929 b
GR 117 0 64,64 + 13,97 3,456 +£1,013
50 60,15 + 19,24 3,121 +0,773
150 77,04 £ 20,48 a 3,111 + 0,566
200* - -
PLO A 0 68,26 + 29,81 3,968 + 1,305 a
50 59,46 + 21,85 3,646 +£1,624 ab
100 65,84 +£17,74 3,282 £ 0,543 ab
150** 67,58 + 16,73 2,8162 + 0,382 b
200* - -
UFV 73 0 85,64 + 23,70 2,1604 +0,3148
50 96,90 * 28,32 2,2382 +0,5283
100* - -
He 01 0 77,46 + 29,81 2,978 £0,710
50 58,08 + 15,96 b 2,710+ 0,659

100*



Tabela 5: Continuacao

Isolado  Litio(mgL™") Distancia entre septos (um) Diametro das hifas (um)
Ly 01 0 93,02 + 30,98 2,941 £ 0,790
50 98,03 + 33,59 2,636 + 0,590
100* - -
GF 0 101,15+ 29,81 a 2,5864 10,3947
50 90,10 £ 23,77 ab 2,783 £ 0,581
100 81,72 +£21,73 b 2,782 £ 0,640
150* - -
GF-JP 0 79,14 £ 22,84 3,446 £ 0,688
50 90,03 £ 21,92 2,849 + 0,555
100 90,48 £ 26,60 2,8804 £ 0,4833
150* - -
PLE 04 0 86,56 £ 21,55 b 1,9721+£0,3991
50 83,93 +£30,43 b 2,496 £ 0,770
100 110,07 £ 25,71 a 2,663 £ 0,680
150 86,50 £ 29,01 b 3,458 £ 0,855
200* - -

Médias seguidas de letras iguais, para cada estirpe, ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). Pleurotus ostreatus (PLO 6) e Pleurotus
ostreatusroseus (PLO 13), Pleurotus citrinopiliatus (PLO A), Grifolla sp. (GF),
Grifolla sp. (GF-JP), Ganoderma sp. (GR 117), Pleurotus erynki (PLE 04),
Hericium herinaceum (He 01), Pholiota nameko (PH 01), Lyophillum shimeji (Ly

01) e Lentinula edodes (UFV 73)

n=28

* Concentragdo minima de litio capaz de inibir o desenvolvimento micelial.

*tn=21
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Tabela 6: Distancia entre septos e diametro das hifas de 5 espécies de
basidiomicetos que conseguiram crescer em meios de cultura adicionados com

diferentes formas de litio (valores expressos como média + desvio padrio).

Distancia entre

Isolado  Litio (mgL™) Tratamento***
septos (um)

Diametro das hifas (um)

PLO 06 0 - 65,44 £ 16,85 ab 3,348 £ 0,892 a
270 LiCl 76,59 £ 32,72 ab 2,963 £ 0,395 ab
270 CH;COOLi 82,43 £30,94 a 3,403 £ 0,626 a
270 LiSO, 60,40 £12,57 b 2,856 £ 0,532 b
PLO 13 0 - 69,96 + 28,44 4,527 +1,637 a
270 LiCl 66,18 + 23,16 3,546 + 0,929 b
270 CH;COOLi 70,23 + 23,33 3,534 +£0,927 b
270 LiSO, 57,54 + 16,57 2,565 0,415 c
270 LiH 68,09 £ 19,94 2,394 £ 0,395 c
270 LiF 67,76 £ 25,68 3,014 £ 0,512 bc
GR 117 0 - 64,64 + 13,97 3,456 £1,013 bc
200** LiCl - -
200 CH;COOLi 63,90 + 15,20 4,581 +1,026 a
200 LiSO, 64,85 + 24,34 2,991 + 0,566 c
200 LiH 77,40+ 31,73 3,65+0,734 b
PLOA 0 - 68,26 + 29,81 3,968 + 1,305 a
200** LiCl - -
200 CH;COOLi 71,52 £ 21,06 3,499 + 0,602 a
200 LiSO, 84,94 + 27,70 2,8+0,819 b
PLE 04 0 - 86,56 + 21,55 a 1,9721£0,3991 b
200** LiCl - -
200 * LiSO, 58,49+ 17,30 b 2,87 +0,623 a

Meédias seguidas de letras iguais, para cada estirpe, ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). Pleurotus ostreatus (PLO 6) e Pleurotus
ostreatusroseus (PLO 13), Pleurotus citrinopiliatus (PLO A), Ganoderma sp. (GR
117) e Pleurotus erynki (PLE 04) n =28,

*n=21,

** sem crescimento

*** Tipos de litio ndo demonstrados inibiram o desenvolvimento micelial
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3.7. Morfologia
Os fungos PH 01, PLO 6, PLO A, Ly 01, PLE 04, GR 117 e PLO 13

apresentaram alteragdes em uma ou mais caracteristicas morfoldgicas avaliadas
(Figuras 1, 2 e 3). Os fungos que ndo apresentaram alteracdes tiveram o
crescimento inibido a partir da adi¢cdo de 100 mg L' de Li (LiCl) no meio de
cultura. Dentre as alteracdes, as mais comuns foram modificacdes na coloracio e

na espessura das colonias.

Figura 1: Caracteristicas culturais e morfoldgicas de colonias dos isolados
fungicos submetidos a diferentes concentragoes de LiCl em meio de cultura BDA:
(A) P. citrinopiliatus em meio sem litio,(B) P. citrinopiliatus em meio
enriquecidos com 150 mg L' de Li; (C) P. ostreatus em meio sem litio,(D) P.
ostreatus em meio enriquecido com 270 mg L™ de Li,
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Figura 2: Caracteristicas culturais e morfoldgicas de colonias dos isolados
fingicos submetidos a diferentes concentracdes de LiCl em meio de cultura BDA:
(A) Lyophillum shimeji em meio sem litio,(B) Lyophillum shimeji em meio
enriquecido com 50 mg L™ de Li, (C) Pholiota nameko em meio sem litio,(D)
Pholiota nameko em meio enriquecido com 270 mg L de Li.
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Figura 3: Morfologia das colonias de basidiomicetos submetidos a diferentes
concentracdes e formas de litio: (A) P. ostreatusroseus em meio sem litio, (B) P.
ostreatusroseus em meio enriquecido com 270 mg L' de Li (CH;COOL1), (C) P.
ostreatusroseus em meio enriquecido com 270 mg L' de Li (LiF), (D) P.
citrinopiliatus em meio sem litio,(E) P. citrinopiliatus em meio enriquecido com
200 mg L' deLi (Li»SOy,), (F) P. ostreatus em meio sem litio,(G) P. ostreatus em
meio enriquecido com 270 mg L' de Li (LiSOy4), (H) Ganoderma sp em meio
sem litio,(I) Ganoderma sp em meio enriquecido com 200 mg L' de Li (Li,SOy).
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4- DISCUSSAO

4.1. pH e potencial redox (E;) dos meios de cultura

Devido ao fato do pH mais favordvel para o desenvolvimento da maioria
dos fungos esteja entre 5 e 7, o aumento do pH extracelular pode inibir o
crescimento dos mesmos (Madigan et al., 2008). Em nosso estudo, as formas de
litio que promoveram os maiores aumentos do pH do meio de cultura foram LiH e
Li,CO3, sendo que estas formas foram as que mais inibiram o crescimento dos
fungos. Nenhum fungo foi capaz de crescer na presenca de Li,COj; e apenas o
PLO 13 cresceu na presenca de LiH. Yamanaka (2003) observou que alguns
fungos sdo capazes de diminuir o pH do meio de cultura durante o crescimento.
Por exemplo, Pleurotus tuber-regium foi capaz de reduzir o pH do seu meio de
cultura de 6,2 para 4,0 (Jonathan et al., 2008). Um mecanismo que explicaria
essas observacdes € a extrusdo de dcidos organicos por fungos (Scervino et al.,
2011). Também existem alguns mecanismos que eucariotos utilizam para
acidificar o pH citoplasmdtico quando ocorre perda de H" para o meio externo,
sendo que isto pode acontecer quando o pH externo estd mais alto que o interno
(Casey et al., 2010) Posteriores estudos devem ser realizados para determinar
quais mecanismos o PLO 13 utiliza para sustentar o crescimento no meio de
cultura enriquecido com LiH.

O potencial redox (Ep) do meio é um dos pardmetros que afeta o
crescimento de microrganismos. Entretanto, quando existe fornecimento constante
de oxigénio, alguns microrganismos aerébios sdo capazes de crescer em Ejp
adversos (Tabatabai e Walker, 1970). Por exemplo, Pseudomonas fluorescens é
capaz de crescer em meio de cultura com Ej inicial de -40 mV em baixas tensoes
de oxigénio (Tabatabai e Walker, 1970). Em nosso estudo apenas o PLO 13 foi
capaz de crescer em meio de cultura enriquecido com formas de litio com Ejy
inicial menor que -200 mV. Provavelmente, este isolado apresenta alguma
caracteristica metabdlica que permite seu desenvolvimento neste tipo de ambiente.
E importante ressaltar que o sistema de cultivo em placas de Petri utilizado em
nosso estudo permite constante fornecimento de oxigénio. O oxigénio é capaz de
oxidar o meio de cultura e, consequentemente, elevar o (E;) do meio. Neste estudo

o oxigénio atmosférico foi capaz de elevar o (E;) do meio de cultura enriquecido
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com LiH de -224,7 mV para 52,9 mV. Portanto, constata-se que o P.
ostreatusroseus € uma espécie de fungo capaz de crescer em ambientes com baixo

(En) quando existe fornecimento constante de oxigénio.

Neste contexto, temos duas conclusdes distintas. Primeiro, as formas de
litio que foram capazes de aumentar o pH e reduzir muito o (Ep) do meio de
cultura ndo sdo aconselhdveis para serem utilizadas no enriquecimento de
cogumelos. Segundo, a espécie P. ostreatusroseus apresenta parametros de
crescimento de pH e (E,) mais flexiveis que outras espécies de basidiomicetos,
portanto, deve ser um fungo adequado para producdo de cogumelos enriquecidos

com litio utilizando-se varias formas de litio.

4.2. Fase lag

Aumento da fase lag € comum quando microrganismos estao submetidos a
condi¢des de estresse (Swinnen et al., 2004; Yates e Smotzer, 2007). Neste
estudo, o enriquecimento do meio de cultura com diferentes formas e
concentracdes de litio provocou o aumento da fase lag na maioria dos fungos.
Apesar da fase lag do UFV 73 ndo ter sido alterada, este fungo cresceu apenas na
menor concentracdo de LiCl testada e ndo cresceu em nenhum dos meios de
cultura enriquecidos com outras formas de litio, o que demonstra a alta
sensibilidade desse fungo ao litio. O acetato de litio aumentou a fase lag de todos
os fungos que cresceram em meio enriquecido com essa forma de litio. Como esta
forma de litio € um dacido organico, ela é capaz de transpor a membrana
citoplasmadtica e alterar o pH interno das células dos fungos e, consequentemente,
prejudicar diversas vias metabdlicas (Cheung et al., 2010). Dessa forma, temos
duas conclusdes. Primeiro, as concentracdes e formas de litio que provocaram
aumento elevado na fase lag ndo devem ser utilizadas para enriquecimento de
cogumelos. Segundo, alguns fungos sao sensiveis a litio, por exemplo, Ly 01 e He

01, e ndo devem ser usados para produgdo de cogumelos enriquecidos com litio.
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4.3. Velocidade de crescimento e biomassa

Diferentes concentracdes e formas de litio afetam a velocidade de
crescimento de basidiomicetos. Demonstramos que concentragdes maiores que
100 mg L' de litio (LiCl) prejudicam o crescimento de quase todos os
basidiomicetos testados. Além disso, verificou-se que o CH;COOLI, Li,COse LiF
inibiram ou reduziram muito a taxa de crescimento da maioria dos fungos. Estas
informacdes tém importantes implicacdes para producdo de cogumelos
enriquecidos com litio. A coloniza¢do do substrato pela biomassa micelial ¢ uma
etapa importante na producido de cogumelos. Altas taxas de crescimento micelial
permitem colonizagdo mais rdpida do substrato e, portanto, diminuem a
possibilidade de contaminagdo por outros microrganismos, visto que o
desenvolvimento de contaminantes, que reduzem a produtividade, ocorre nos
locais do substrato que ndo foram colonizados pelo micélio do fungo. A
coloniza¢do mais rdpida do substrato também permite a reducdo no tempo de
incubacdo do substrato o que reduz a duracdo do ciclo de producdo dos
cogumelos. Portanto, o enriquecimento do substrato com concentragdes maiores
que 100 mg g’1 de litio e com as formas de litio CH;COOLi, Li,CO;5; e LiF,
provavelmente, deve prejudicar a produtividade de cogumelos da maioria dos

fungos testados neste estudo.

4.4. Alteracoes culturais e morfologicas das colonias e das hifas

Nosso estudo revelou que o enriquecimento com litio afeta a morfologia
de algumas espécies de basidiomicetos. Espécies do genéro Pleurotus sao
capazes, quando submetidas a diferentes condicdes de estresse, de alterar a
morfologia das hifas e das col6nias (Zhang e Cheung, 2011). Uma observagdo
interessante foi o fato das alteragdes morfoldgicas sé aparecerem apos as redugdes
nas taxas de crescimento micelial. Portanto, modificagdes nas hifas e colonias s6
devem ocorrer quando os fungos forem submetidos a formas e concentragcdes
estressoras de litio. E importante ressaltar que a sensibilidade dos basidiomicetos
as formas de litio varia entre os fungos. Assim sendo, as concentracdes € as

formas de litio que provocaram alteracdes nas hifas e nas colonias, para cada
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fungo, ndo sdo aconselhdveis para serem utilizadas para enriquecimento de

cogumelos, pois provavelmente prejudicardo a produtividade de cogumelos.

Os fungos que suportaram as maiores concentragdes de litio foram o PLO
6, PLO 13 e PH O1. Entretanto, o PLO 6 apresentou redu¢des mais acentuadas nas
taxas de crescimento e modificacdo na morfologia das hifas em concentracdes
mais baixas de LiCl quando comparado com as outras duas estirpes. O PLO 13 foi
o fungo que teve as menores modificagdes morfoldgicas e conseguiu crescer em
um maior nimero de meios enriquecidos com as diferentes formas de litio,
indicando que seja o fungo menos susceptivel as formas de litio e mais

aconselhdvel para ser utilizado na producdo de cogumelos enriquecidos com litio.

O Li,SO4 e CH3COQL:1 foram as formas de litio que menos inibiram o
crescimento das espécies basidiomicetos testadas. Entretanto, o enriquecimento
com CH3COOQLi prejudicou mais o desenvolvimento dos fungos. Logo, o Li;SO4
€ a forma de litio mais aconselhdvel para ser utilizada no enriquecimento de

cogumelos com litio.

As concentragdes de litio que ndo prejudicaram o desenvolvimento dos
fungos variam entre as estirpes. Mas, como o PLO 6, PLO 13 e PH 01 foram as
espécies que suportaram maiores concentragdes de LiCl, definiremos a faixa de
concentracdo aconselhdvel para enriquecimento para essas trés estirpes. O PLO 6
€ o mais sensivel a litio entre as estirpes destacadas e deve suportar sem prejudicar
o desenvolvimento micelial enriquecimento com 1 a 100 mg g de litio. O PH 01
deve suportar enriquecimento com 1 a 200 mg g™ de litio. O PLO 13, novamente,
foi o fungo que teve o maior destaque e deve suportar enriquecimento com 1 a

270 mg g'1 de litio sem afetar o desenvolvimento micelial.

Portanto, o Li,SOs é a forma de litio que menos prejudicou o
desenvolvimento micelial e P. ostreatusroseus o fungo menos sensivel as

concentracgdes e formas de litio testadas.

37



5- CONCLUSOES

As espécies P. ostreatusroseus, P. ostreatus e P. nameko sdo, dentre os

basidiomicetos testados, 0os menos sensiveis ao litio.

O LipSO4 € a forma de litio menos prejudicial ao desenvolvimento

micelial.
A concentracdo de litio que ndo prejudicam o desenvolvimento micelial é

de até 100 mg g de litio para P. ostreatus, 200 mg g de litio para P.

nameko e de 270 mg g de litio para P. ostreatusroseus.
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CAPITULO 2: Enriquecimento de cogumelos com diferentes formas

de litio
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RESUMO

O enriquecimento de cogumelos com litio pode ser uma estratégia para
aumentar o consumo humano didrio desse elemento. Desenvolvimento de
técnicas, procedimentos e metodologias que melhorem a eficiéncia do
enriquecimento podem elevar o consumo cotidiano de litio ou diminuir a
quantidade necessdria de ingestdo habitual de cogumelos para alcancar o
requerimento minimo didrio de litio. Ficou demonstrado que a utilizagao de
diferentes formas de litio (Li,SO4, LiCl, LiH, CH3;COOLi, LiF e Li,CO3) e um
maior tempo de interagdo do micélio com esses compostos ndo altera a absorcao
de litio pelo P. ostreatus. Entretanto, melhora a acumulacdo de Li em cogumelos
de P. ostreatusroseus. Para ambos, o enriquecimento ndo prejudica a morfologia
dos cogumelos e a produtividade. Nossos resultados indicam que mudancgas nas
caracteristicas do substrato utilizado para producdo de cogumelos (composicio e
parametros quimicos) e no tempo de incubag@o dos substratos apds colonizac¢io
pelo fungo podem melhorar a eficiéncia do enriquecimento com litio em algumas

espécies de basidiomicetos.
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ABSTRACT

The enrichment of mushrooms with lithium may be a strategy to increase
the daily human consumption of this element. Development of techniques,
procedures and methods that improve the efficiency of the enrichment can
increase the daily intake of lithium or decrease the necessary amount of habitual
intake of mushrooms to achieve the minimum daily requirement of lithium. We
demonstrated that the use of different forms of lithium (Li»SO,4, LiCl, LiH,
CH;COOLi, LiF and Li,CO3) and a longer interaction of this compounds with the
mycelium did not alter the absorption of the lithium P. ostreatus. However, this
improved the Li accumulation in mushrooms of P. ostreatusroseus. For both, the
enrichment did not impair the morphology and yield of mushrooms. Our results
indicate that changes in the characteristics of the substrate used for mushroom
production (composition and chemical parameters) and the incubation time of the
substrates after colonization by the fungus can improve the efficiency of

enrichment of lithium in some species of basidiomycetes.
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1- INTRODUCAO

Os corpos de frutificacdo de basidiomicetos sdo capazes de absorverem e
acumularem diversos metais que se encontram no ambiente, como, por exemplo,
cobre, zinco e cddmio (Bayramoglu et al., 2002; Figlas et al., 2010). Devido a
escassez de litio, as concentragdes que sdo encontradas desse metal em cogumelos
sd0 muito baixas, tanto que a variagdo encontrada na Hungria no género Pleurotus
foi de apenas 0,044 a 0,208 ppm (Vetter, 2005). Logo, a quantidade necessdria de
consumo didrio de cogumelos Pleurotus sp para suprir a necessidade humana
didria de litio seria enorme, o que obriga a busca e consumo de outros alimentos
que contenham quantidades maiores de litio na sua composicao.

A concentracdo de litio no meio influencia a concentracdo final deste
elemento nos corpos de frutificacdo de diversas espécies, incluindo o género
Pleurotus (Vetter 2005). O enriquecimento do substrato de cultivo de cogumelos
de P. ostreatus com diferentes doses de cloreto de litio mostrou que o acimulo de
litio no corpo de frutificacdo foi diretamente proporcional as concentracdes de
cloreto de litio adicionadas ao substrato (Assunc¢do, 2010). A absorcao de litio
pelos cogumelos enriquecidos foi até cinco vezes maiores se comparado com o0s
cogumelos ndo enriquecidos, sem qualquer alterac@o na eficiéncia biolégica (EB)
e nas caracteristicas morfoldgicas dos cogumelos (Assuncao, 2010).

Fatores como tempo, concentragdo, composi¢ao e caracteristicas quimicas
do meio influenciam na absor¢do de metais pelos fungos (Dey et al., 1995;
Cihangir e Saglam, 1999; Gabriel et al., 2001; Figlas et al., 2010). Demostramos
que o tempo de incubacdo e diferentes formas de litio influenciam a absor¢do de
litio pelo P .ostreatusroseus, que as formas de litio, nas concentragdes testadas,
ndo afetam a EB e a morfologia dos cogumelos e que o P. ostreatusroseus
absorve maior quantidade de litio que o P. ostreatus. A concentracdo de litio no
cogumelo enriquecido de P. ostreatus e P. ostreatusroseus foi até 107 e 121
vezes, respectivamente, maior que os cogumelos nao enriquecidos.

Compostos de litio sdo utilizados na medicina hd muitos anos como
“estabilizador de humor”. O principal beneficio do litio ¢ a capacidade de
controlar o humor de pessoas que sofrem de transtornos psiquidtricos

(Baldessarini et al., 1999). Estudos relacionam que estas pessoas sdo mais
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propensas a realizarem atos violentos, por exemplo, homicidios (Asnis et al.,
1997; Sturup et al.,, 2011). Schrauzer e Shrestha (1990) observaram que a
ocorréncia de suicidios, homicidios e estupro eram maiores em paises que
continham pouco ou nenhum litio nos suprimentos de dgua potdvel. Severo (2009)
constatou que a concentracdo de litio no sangue afeta o ndmero de episddios
depressivos de pacientes que sofrem de transtorno bipolar. Portanto, a ingestao de
alimentos que contenham concentracdo elevadas de litio deve auxiliar no
tratamento de transtornos psiquidtricos, principalmente o transtorno bipolar,
porém deve-se atentar que o consumo de litio em grandes quantidades pode ser
téxico.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a absor¢do de litio nos cogumelos
quando cultivados em substratos enriquecidos com diferentes formas de litio em

diferentes tempo de interacdo entre o micélio e o substrato .
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2- MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismos e condicoes de cultivo

Foram utilizados os isolados de P. ostreatus (PLO 6) e P. ostreatusroseus
(PLO 13), pertencentes a cole¢do de fungos do Laboratério de Associagdes
Micorrizicas do Departamento de Microbiologia da UFV/BIOAGRO. O fungo
Pholiota nameko nao foi utilizado devido a falta de infraestrutura adequada para
induzir a frutificagdo. Para reativagdo das culturas, amostras de micélio de ambos
os isolados foram transferidos para o centro de uma placa de Petri contendo BDA
(Batata Dextrose Agar). Apds sete dias, os fungos foram transferidos para
substratos a base de graos de arroz, previamente cozidos e autoclavados a 121 °C
por 70 min. Apds colonizagdo total dos grios de arroz os mesmos foram utilizados

como indculo.

2.2. Substratos e condicoes de enriquecimento com litio

O substrato utilizado para o enriquecimento com litio foi uma mistura
contendo 67,5 % de serragem, 12 % de farelo de soja, 3,5% de carbonato de
célcio, 17 % de folhas de bananeira. Amostras de 400 g de substrato foram
acondicionadas em sacos de polipropileno contendo filtro para trocas gasosas,
acrescidas de 50 mL das seguintes solu¢des aquosas, de forma que a concentra¢ao
de litio no substrato de todas as unidades experimentais fosse 62,5 mg kg'l: a)
agua de torneira b) 1179,24 mg L' de sulfato de litio (Li,SO,, Sigma) c¢) 910,74 mg
L' de cloreto de litio (LiCl, Sigma) d) 2186,58 mg L' de acetato de litio
(CH;COOLi, Sigma) e) 903,61 mg L de hidreto de litio (LiH, Vetec) f) 557,20 mg
L de fluoreto de litio (LiF, Vetec) g) 793,23 mg L' de carbonato de litio (Li,COs,
Vetec) e autoclavadas a 121 °C durante 70 min. Apds resfriamento, cada saco foi
inoculado com 20 g de inéculo de PLO 6 ou PLO 13 e incubados a 25 °C até
colonizagdo completa do substrato. Ap6s a finalizagdo da colonizacdo, os pacotes
foram transferidos para a sala de frutificagdo, com temperatura de 22 °C £ 2°C e
umidade de 90 %, para induzir a formagao de corpos de frutificagao.

Foram realizadas trés colheitas. Durante a primeira frutificacdo foram

retiradas fotografias para andlise das caracteristicas morfoldgicas. Na primeira e
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na terceira colheita foram retiradas amostras do substrato para quantificacdo do
teor de litio.
Ap6s cada colheita foi determinada a massa fresca de cogumelos para
avaliagdo da eficiéncia bioldgica (EB) pela seguinte férmula:
EB = (massa fresca dos cogumelos /massa seca do substrato) x 100
Posteriormente, as amostras dos cogumelos e dos substratos foram
desidratadas em estufa a 60 °C até massa constante € moidos em moinhos, para
posterior determinagdo do teor de litio.
As taxas de absor¢do de litio foram calculadas pela seguinte férmula:
Taxa = (concentracdo de litio no cogumelo/concentra¢do de litio no substrato) x

100

2.3. Determinacio das alteracoes morfologicas

As caracteristicas morfolégicas dos cogumelos analisadas foram: a)
modificagdo no tamanho dos cogumelos b) modificacio na coloragdo dos

cogumelos c¢) modifica¢do na espessura do pileo.

2.4. Quantificacao do teor de litio nos cogumelos

Para a determinacdo dos teores de litio nos cogumelos, utilizou-se a
metodologia de digestdo em solucdo nitropercldrica (Tedesco et al., 1995).
Amostras de 300 mg do cogumelo ou substrato, seco € moido, foram colocadas
em tubo digestor e adicionadas com 10 mL de solugdo nitropercldrica na relagao
3:1 (HNO3 65 %: HCIO4 72 %). Em seguida, o tubo digestor foi inserido no bloco
digestor, sendo aquecido gradualmente para evitar e/ou reduzir a formacdo de
espuma, até que a temperatura atingisse 200 °C. A digestao foi mantida até que se
obtivesse fumos brancos de HCIO4. Apds resfriamento, o conteido dos tubos foi
transferido para baldo volumétrico de 10 mL contendo o volume completado com
dgua (Milli-Q Millipore 18.2 MQ cm™).

A determinacdo da concentracdo de litio foi realizada no
espectrofotometro de absor¢do atomica Perkin-Elmer, M 1100B Atomic
Absorption Spectrometer versao 6.1 (AAS). A curva padrdao foi preparada com

padrao de LiCl (High-Purity Standards, Charleston SC) de acordo com as
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recomendacdes contidas no manual do espectrofotdmetro de absor¢ao atdmica. As
amostras foram analisadas no modo de absor¢do atomica, utilizando o
comprimento de onda de 670,8 nm, chama Ar-Acetileno, sistema de injecao

“Impactbead”, em duplicatas e com tempo de integracao de 15 s.

2.5.Analise estatisticas

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualisado
com seis repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e,

posteriormente, as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3- RESULTADOS

3.1. Eficiéncia biologica

Somente o sulfato de litio adicionado ao substrato de cultivo do P.
ostreatusroseus (PLO 13) teve efeito sobre a EB, proporcionando um aumento de

aproximadamente 35 % (Tabelas 1 e 2).

3.2. Alteracoes morfoldégicas

O enriquecimento do substrato com diferentes formas de litio ndo
provocou alteragdes na coloracdo, tamanho e espessura do pileo nos cogumelos

dos isolados estudados (Figuras 1).

3.3. Absorcao de litio

O enriquecimento com litio, independente da fonte de litio utilizado e do
tempo de colheita, foi eficiente (Tabelas 3 e 4). A utilizacdo de diferentes formas
de litio e o aumento do tempo de exposicao do fungo PLO 6 a esses compostos
ndo influenciaram a absor¢do de litio pelos cogumelos (Tabela 3). No entanto, a
absorcao de litio pelo fungo PLO 13 foi influenciada tanto pelo tempo de
exposicdo como pelas formas de litio utilizadas (Tabela 4). Foram encontradas
diferencas na absorcao das formas de litio apenas na segunda frutificacdo, quando
também foi observada as maiores taxas de absorcdo. O PLO 13 foi mais eficiente

na absorg¢do do litio que o PLO 6 a partir da segunda frutificacdo (Tabelas 3 € 4).

A distribui¢do de litio no substrato, independentemente das formas de litio
utilizadas, foi homogénea (Tabelas 5 e 6). Também foi possivel certificar que
durante todo o experimento houve disponibilidade de litio para os fungos, porém
dependendo do composto de litio utilizado para o enriquecimento do substrato foi

observado decréscimo da concentracao durante o tempo (Tabela 6).
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Tabela 1: Eficiéncia bioldgica em trés frutificagdes consecutivas, e total, do fungo

Pleurotus ostreatusroseus ( PLO 13) em substratos adicionados com diferentes formas
de litio e o ndmero de repeti¢cdes contaminadas (valores expressos como média + desvio

padrdo).
Producio de cogumelos (g) Unidades
Tratamentos Total (g) experimentais
Primeira Segunda Terceira contaminadas
Controle 49,01 £ 10,70 13,90 + 1,10 5,94 +3,49 67,87 £12,50 0
CH;COOLi 57,05 £2,61 21,54 £10,21 5,07 +1,97 83,66 £ 7,46 0
Li,CO; 55,03 £7,98 21,87 £8,31 6,91%* 78,28 +10,72 1*
LiF 54,09 £5,46 16,89 + 6,30 7,19 £3,94 75,77 £ 15,45 0
LiH 46,90 + 8,05 21,71 £7,67 9,84 £432 76,48 £ 14,98 1*
LiCl 56,25 £ 17,64 19,57 £7,18 7,87 £1,83 82,40 26,10 0
Li,SO, 69,68 £ 12,01 24,87 £5,44 10,23 £3,32 104,79 £ 6,10 3
N=6

* Formaram cogumelos, porém menos que 10 g (considerando todas as frutificagdes).

** Apenas uma unidade experimental produziu cogumelos na terceira frutificagdo.

Tabela 2: Eficiéncia bioldgica em trés frutificagdes consecutivas, e total, do fungo
Pleurotus ostreatus (PLO 06) em substratos adicionados com diferentes formas de litio
e o nimero de repeticdes contaminadas (valores expressos como média + desvio

padrdo).
Producgio de cogumelos (g) Unidades

Tratamentos —— Total experimentais
Primeira Segunda . .

Terceira contaminadas
Controle 48,34 + 16,39 26,93 £541 18,71 +£9,85 93,98 +15,83 0
CH;COOLi 59,55+ 7,20 27,89 + 12,40 13,99 +7,67 101,43 £11,21 0
Li,CO; 63,30 + 21,63 29,32 £17,37 25,34 £9,20 113,74 +14,88 0
LiF 64,15+ 9,59 17,46 + 13,58 18,83 +11,72 97,30 +19,96 0
LiH 65,52 + 2,271 27,23 +4,16 13,46 £5,41 106,21 +£5,34 0
LiCl 68,59 + 14,92 26,73 £6,29 15,46 £7,20 110,77 +16,05 0
Li,SO, 68,03 £9,25 27,40 £9,47 18,42 £ 6,70 113,86 +10,59 0

=6
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Figura 1: Cogumelos de P. ostreatus (PLO 6) e P. ostreatusroseus (PLO 13) em
substratos sem litio (A e C) e com 62,5 mg kg'l de litio (B e D) adicionados na forma de
LiCI.
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Tabela 3: Concentracdo de litio nos cogumelos de P. ostreatus (PLO 6) enriquecidos
com diferentes formas de litio durante as trés primeiras frutificacdes e a porcentagem de
litio absorvido média das 3 frutificacdes (valores expressos como média + desvio

padrdo).
Frutificagdo Taxa de
Tratamentos absorcdo
10 20 3¢ (%)*
Concentragao de litio (ug g'l)
Controle 0,11+0,10 bB 0,20+0,15 bAB 0,39+7,55 bA -
CH5COOLi 589+1,90 a 7,70 £ 3,67 9,33+3,82 a 15,87 £ 8,17
Li,CO3 459+1,28 a 4,35+2,30 535+2,18 a 10,10 £ 4,88
LiF 4,13+2,10 a 3,86+1,96 535+1,70 a 11,03 +£6,13
LiH 6,31+3,77 a 8,86+1,20 11,82+5,93 a 17,39 £10,85
LiCl 4,64+2,12 a 8,44 1,64 8,14+3,45 a 18,73 7,45
Li,SO, 4,79+194 a 8,68+3,36 a 7,69+4,76 a 16,49 £ 9,72

* (concentragdo de litio no cogumelo/concentracdo de litio no substrato) x 100

Médias seguidas de letras iguais mintsculas, nas colunas, e maidsculas, nas linhas, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). N=6
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Tabela 4: Concentracdo de litio nos cogumelos de P. ostreatusroseus (PLO 13) enriquecidos com diferentes formas de litio durante as trés
primeiras frutificagdes e a porcentagem de litio absorvido (valores expressos como média + desvio padrdo).

Frutificacao Frutificacao
Tratamentos 1° 2° 3° 1° 2° 3°
Concentracdo de litio (ug g") Taxa de absor¢do (%)
Controle 0,33+0,33 b 0,44 +£030 ¢ 048+0,28 b - - -
CH;COOLi 7,68 £3,18 a 28,20+ 15,58 ab 29,07 +£20,77 a 1441 £828 a  63,00+43,52 bc 66,82 +54,28 a
Li,CO3 6,80 +4,01 aB 39,99 £5,84 aA 13,20+3,33 aB  16,04+11,79 a  94,19+4337 a 31,09 £ 15,58 b
LiF 8,35+4,75 aB 22,51 £3,60 abA 16,64 +2,18 aA 20,00+1537 a  63,84+2329 bc 47,19+£16,72 ab
LiH 7,00 +£5,63 aB 26,17 +9,69 abA 12,41 +231 aB 1400+ 12,28 a 87,79 +49,61 ab 58,97+ 14,98 ab
LiCl 494 +1,24 aB  25,14+10,25 abA 11,12+845 aB 1836+ 15,11 a 86,02+67 ab 38,14+39.81 b
Li,SO4 4,79+ 1,68 aB 16,72 +£5,17 bA 10,23+1,60 aAB 16,04+6,42 a  57,02+21,66 c 35,24 £10,38 b

* (concentragao de litio no cogumelo/concentracao de litio no substrato) x 100
Médias seguidas de letras iguais mindsculas, nas colunas, e maitsculas, nas linhas, ndao diferem significativamente pelo teste de Tukey

(p<0,05).
N=6
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Tabela 5: Concentracdo de litio no substrato enriquecido com diferentes formas de
litio utilizado para crescimento do P. ostreatus (PLO 6) no inicio e no final do
experimento (valores expressos como média + desvio padrdo).

Concentragdo de litio (ug g™)

Tratamentos
Inicio Final
Controle 0,39+0,29 b 0,50+0,13 b
CH5;COOLi 58,30+21,01 a 44,45 + 8,45 a
Li,CO3 56,21 + 15,08 a 40,42 +16,11 a
LiF 44,18 £+ 12,72 a 33,86 +4,54 a
LiH 64,56 + 18,71 aA 43,15+ 7,08 aB
LiCl 43,97 +5,91 a 38,62 +6,63 a
Li,SO, 47,41 £ 3,54 aA 40,92 +£5,36 aB

Médias seguidas de letras iguais minusculas, nas
colunas, e maiusculas, nas linhas, nao diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 6: Concentracdo de litio no substrato enriquecido com diferentes formas de
litio utilizado para crescimento do P. ostreatusroseus (PLO 13) no inicio e no final
do experimento (valores expressos como média + desvio padrio).

Concentragcio de litio (ug g™)

Tratamentos
Inicio Final
Controle 0,93+0,67 b 0,51+0,11 b
CH;COOLi 59,37+17,08 aA 33,63+10,55 aB
Li,CO3 60,23 + 15,28 a 36,49 + 15,41 a
LiF 50,61+20,94 a 28,17+2,39 a
LiH 47,35+12,45 aA  21,72+4,32 aB
LiCl 32,26+21,77 a 41,79 +13,45 a
Li,SO, 32,10+9,82 a 30,73+6,22 a

Médias seguidas de letras iguais mindsculas, nas
colunas, e maidsculas, nas linhas, nao diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4- DISCUSSAO

4.1. Eficiéncia biologica

Compostos téxicos podem alterar a morfologia de fungos (Verween et al.,
2009). Entretanto, neste estudo, geralmente o enriquecimento de cogumelos com
diferentes formas de litio ndo afetou a EB, sendo que os valores encontrados em
nosso estudo variaram de 67% a 113 %. Esses valores estdo de acordo co o
encontrado na literatura, onde se observa valores de EB variando de 18,9 a 115 %
(Ozgelik e Peksen, 2007; Loss et al., 2009; Jafarpour et al., 2010; Moonmoon et al.,
2010).

O selénio, o litio, o fldor e o cloro dependendo de suas concentracdes podem
ser téxicos para animais, plantas, humanos e microrganismos (Lyons et al., 2005;
Aral e Vecchio-Sadus, 2008; Verween et al., 2009; Fordyce, 2011). Silva et al (2012)
ao enriquecerem P.ostreatus com diferentes concentragdes de selenito de sdédio
observaram que o aumento de selénio no substrato afeta a EB. O cloreto de litio,
entretanto, ndo interferiu na EB (Assunc¢do, 2010). Contudo € importante ressaltar
que as concentragdes utilizadas para enriquecimento foram bem menores se
comparadas com a concentra¢do utilizada neste estudo. A concentracdo de 62,5 mg g
I de litio no substrato, a partir de diferentes formas de litio, ndo afetou a EB, porém

o0 enriquecimento com concentracdes maiores desses compostos pode afetar a EB.

O enriquecimento com sulfato de litio resultou em um aumento da EB do P.
ostreatusroseus. Entretanto, este foi o tratamento que mais contaminou e que
apresentou menores taxas de absorcdo. Dessa forma, o enriquecimento com sulfato
de litio, dependendo da concentracdo, ndo deve apresentar vantagens quando
comparado com outras formas de litio. Assim sendo, o enriquecimento de cogumelos
com litio, dependendo das concentracdes utilizadas, pode ser realizado com
compostos de litio menos téxicos, mais acessiveis ou mais baratos sem prejudicar a

EB.
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4.2 Alteracoes morfologicas

Chama atengdo o fato do litio, nas concentracdes utilizadas neste trabalho,
ndo ter alterado as caracteristicas morfolégicas do cogumelo, pois metais, metais
pesados e compostos téxicos sdo capazes, dependendo de sua concentragdo, de
causar mudancas morfoldgicas nas estruturas reprodutivas dos basidiomicetos (Petr,
2003). Os cogumelos de P. ostreatus quando cultivados em substrato enriquecido
com 12,8 mg kg' ou quantidades maiores de selenito de sédio apresentaram
elongacdo da estipe e diminuicdo do capsideo (Silva et al., 2012). Apesar da
concentracdo de 62,5 mg kg I de litio no substrato, a partir de diferentes formas de
litio, ndo ter sido suficiente para provocar altera¢des no cogumelos, devido ao carater
toxico de algumas formas de litio testadas, talvez o enriquecimento do substrato com
concentracdoes maiores destes compostos podem modificar algumas caracteristicas

morfoldgicas dos cogumelos.

Deste modo, o enriquecimento do substrato para cultivo do fungo com as
formas de litio na concentracdo de até 62,50 mg kg'1 de litio pode ser recomendado,

sem afetar a produtividade e a morfologia dos cogumelos.

4.3. Absorcao de litio

As concentragdes de litio encontradas nos cogumelos ndo enriquecidos estao
de acordo com a literatura (Vetter, 2005). O tempo de exposi¢ao do micélio ao litio e
a adicdo de diferentes formas de litio ao substrato afetam diferentemente a absorcao
desse elemento pelas espécies de Pleurotus, sugerindo que a capacidade de absorcao
de litio deve variar em basidiomicetos. O fungo do género Pleurotus e outras
espécies de basidiomicetos sdo capazes de absorver metais pesados e outros
elementos, como por exemplo, cobre, cddmio, chumbo, cromo, niquel e até mesmo
uranio (Nakajima e Sakaguchi, 1993; Dey et al., 1995; Cihangir e Saglam, 1999;
Gabriel et al., 2001; Bayramoglu et al., 2002; Figlas et al., 2010). Esses trabalhos
atentam para o fato de que fatores como temperatura, pH, tempo e composi¢do do

meio podem influenciar a absor¢do de elementos.

O tempo necessario para cada fungo atingir sua capacidade maxima de

absor¢do de diversos metais varia muito, o que explica o fato do PLO 13 ter
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apresentando variagdes nas taxas de absorcdo de litio entre as frutificagdes e o PLO 6
ndo. Outro fator que pode ter influenciado as taxas de absor¢do do PLO 13 € a
diminui¢do da disponibilidade de litio durante o experimento. Dessa forma, um
experimento com suplementacao continua de litio deve ser realizado para determinar
se a segunda frutificacdo € o tempo no qual ocorre a absor¢do maxima ou se taxas de

absor¢do maior poderiam ser encontradas a partir da terceira frutificacdo.

A composicao do meio € um dos fatores que influencia na absor¢do de vérios
elementos por basidiomicetos (Gabriel et al., 2001). As estruturas da parede celular
tém influéncia na ligacdo do fungo com alguns elementos, como por exemplo, metais
(Gabriel et al., 2001). Como a composi¢cdo da parede celular é dependente da
composi¢cdo do meio, a adicdo de formas de litio com diferentes grupamentos
anidnicos pode ter afetado diretamente a composi¢do da parede ou influenciado os
processos que o fungo utiliza para captar o litio, beneficiando ou prejudicando a

absorcdo de litio.

A biodisponibilidade dos metais € fundamental para absor¢do dos mesmos
por microrganismos (Hund-Rinke e Kordel, 2003). Um dos fatores que pode afetar a
biodisponibilidade de um metal € a modificagdo da forca idnica ou composi¢ido do
meio (Maria, 2000). Como as quantidades e os grupamentos anionicos das formas de
litio utilizados para enriquecimento sdo diferentes, os mesmos afetam de forma
distinta a forca idnica e a composicdo do substrato. Logo a interagdo entre o litio € o
substrato pode ser maior ou menor o que afeta diretamente a absor¢do do litio pelo

micélio.

Mudangas no pH do meio ou substrato no qual se encontra o micro-
organismo podem influenciar na absor¢do de elementos (Gabriel et al., 2001). O
CH;COOL1, LiH e Li,COs3 tém a capacidade de modificar o pH de solugdes e
substratos (Tabela 1, Capitulo 1), portanto a adicio dos mesmos pode ter

influenciado a absorcao do litio.

Portanto, o enriquecimento do substrato com até 62,50 mg kg de litio,
independente do composto de litio usado, foi eficiente, possibilitando a producdo de
cogumelos de PLO 6 e PLO 13 com até 11,82 mg kg™ e 39,99 mg kg''de litio,

respectivamente.
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5- CONCLUSOES

A utilizac@o de diferentes formas de litio para enriquecimento do substrato
com litio na concentragio de 62,5 mg kg™ influencia a absorcio de litio pelo
P. ostreatusroseus, mas nao influencia a absor¢ao pelo P. ostreatus.
Enriquecimento do substrato com litio, independente do composto de litio
utilizado na concentracio de 62,5 mg kg’ ndo influencia a eficiéncia
bioldgica, nem alteram as caracteristicas morfolégicas dos cogumelos.dos P.
ostreatus e P. ostreatusroseus.

O tempo de exposicio do fungo P. ostreatusroseus as formas de litio
influencia a absorc¢do de litio.

O fungo P. ostreatusroseus ¢ um fungo com grande potencial para produgdo
de cogumelos enriquecidos com litio, visto que o0 mesmo acumulou até 39,99

mg kg’lde litio no cogumelo.
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6 — CONSIDERA COES FINAIS

Basidiomicetos sdo capazes de absorver e acumular diversos elementos do
meio no qual se encontram, como por exemplo, o litio. Recentes estudos vém
demonstrando que esta acumulacdo é diretamente proporcional a quantidade de litio
no meio. Entretanto, ndo existiam estudos sobre quais espécies de basidiomicetos
eram mais sensiveis ao litio. Por isto, realizamos estudos para determinar a
concentracdo minima inibitéria de litio para algumas espécies de cogumelos que sdo
produzidas em escala industrial. Neste estudo Pleurotus ostreatusroseus foi o fungo
de maior destaque sendo capaz de crescer em meio de cultura com concentragdes de
até 270 mg L' de litio sem prejudicar muito o seu desenvolvimento. Também
determinamos que, dentre as diferentes formas de litio testadas, o Li,SO4 foi a que

menos prejudicou os fungos.

As espécies de basidiomicetos foram capazes de acumular grandes
quantidades de litio em seus corpos de frutificacdo sem prejudicar a eficiéncia
bioldgica e caracteristicas morfoldgicas dos mesmos. A quantidade acumulada é
afetada pelo tempo de interacdo entre o micélio e o substrato enriquecido e o

Pleurotus ostreatusroseus foi a espécies que acumulou a maior quantidade de litio.

Futuros estudos devem ser realizados com o intuito de elucidar o local de
acumulo de litio nos cogumelos, quais as vias metabdlicas estdo relacionadas com
esta acumulacdo, quais sd@o as moléculas responsdveis pela incorporacdo do litio,

dentre outros.
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