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Resumo

Existem registros do uso de fungos psicodélicos que contém como principio ativo a psilocibina em
diversas comunidades antigas, eram principalmente usados em ritos religiosos. Essa substancia era
utilizada e aplicada para fins benéficos dentro de grandes sociedades antigas, que conheciam a
natureza e seu potencial medicinal; assim, tendo em vista o vasto potencial dos psicodélicos para uso
medicinal, torna-se crucial a realizacao de investiga¢8es cientificas sobre essas substancias. Portanto,
0 objetivo deste estudo é determinar se ha diferengas no perfil quimico do fungo Psilocybe cubensis
quando cultivado em diversos meios. Através da andlise dos extratos obtidos dos diferentes meios de
cultura utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), e cromatografia de camada delgada,
foi possivel observar que realmente ocorre altera¢éo entre os resultados obtidos nos micélios do fungo
crescido em diferentes substratos; onde o0s meios laboratoriais foram mais eficazes para o
desenvolvimento do micélio.

Palavras-chave: Psilocibina, Substrato, Fungos, HPLC, Cromatografia
Area do Conhecimento: CIENCIAS EXATAS E DA TERRA — Quimica
Introducéo

Os fungos sdo organismos eucariéticos essenciais para 0s ecossistemas, atuando como
decompositores priméarios e reciclando nutrientes (DINIZ, 1999). O cogumelo Psilocybe ganhou
notoriedade na década de 60, sendo apelidado de "cogumelo magico" apés Gordon Wasson
populariza-lo na revista LIFE, introduzindo os fungos psicodélicos ao publico norte-americano. A
substancia psilocibina, presente no Psilocybe e responsavel por efeitos alucinégenos, foi proibida pelo
governo, mesmo sem evidéncias de dependéncia (DINIZ, 1999 apud COSTA, 2005 apud FARIA, 2017).
Nos anos 90, as pesquisas com psicodélicos em humanos foram retomadas (ESCOBAR; ROAZZI,
2010).

A psilocibina e a psilocina, alcaloides presentes no Psilocybe, sédo derivadas do triptofano e
causam efeitos como alucinag@es visuais e alteracdes de consciéncia, pensamento e humor. Esses
efeitos duram até 8 horas, com metabdlitos detectaveis por até uma semana (Berger e Guss, 2005). O
Psilocybe cresce em diversos substratos, incluindo esterco e solos férteis, sendo que gréos de cereais
e arroz mostraram maior potencial de producdo de psilocibina (PEREIRA, 2020) Nesse sentido, o
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presente trabalho busca analisar se ha diferencas significativas nas amostras de crescimento micelial
do cogumelo Psilocybe cubensis cultivado em diferentes substratos, através da extracao do substrato
micelial e da investigacdo dos resultados obtidos dos diferentes substratos.

Metodologia

Este presente estudo realizou analises do perfil quimico do micélio do fungo Psilocybe cubensis
(PDB - cultura 118) crescido em diferentes substratos. O fungo foi disponibilizado pela Universidade
Federal de Alfenas (UFAM). Os substratos utilizados foram PDB (Potato Dextrose Broth - HMEDIA) e
Czapek-Dok (Modified Broth - KASVI), 1 litro de cada meio laboratorial. Os meios naturais foram, milho
de pipoca, classe amarela, tipo 1 (Célio PEREIRA), Arroz integral, tipo 1, classe longo fino, subgrupo
parboilizado integral (Tio Jodo). De cada substrato natural foram utilizados 300g.

O material utilizado foi submetido a esterilizagdo em autoclave, por 20 minutos a 121°C, abrangendo
as vidrarias e o substrato a ser preparado. Realizou-se o preparo dos substratos laboratoriais. Apds a
esterilizagdo em autoclave e, ja em temperatura ambiente, 0s meios estavam prontos para a inoculacéo
do fungo. Os meios naturais empregados foram ambos cozidos por 30 minutos. O arroz foi cozido em
panela comum e o milho em panela de pressao; apds esse procedimento, os meios foram autoclavados
por trés dias consecutivos, conforme os protocolos de esterilizagdo de material organico. Apos a fase
de esterilizagdo, os gréos estavam prontos para a inoculagéo.

Para inocular o fungo nos substratos de interesse, foi utilizada uma seringa contendo cepas miceliais
fornecidas pelo laboratério da UNIFAL-MG. Para manter a linhagem inicial do fungo, foram preparados
meios de crescimento sdlido (PDA), visando preservar e criar cepas Vviaveis para replicacdo. Apos
garantir a preservagéo da matriz micelial e a esterilizagdo dos materiais, iniciou-se a coloniza¢do dos
substratos. Os substratos liquidos, CZAPEK e PDB, foram mantidos em Erlenmeyers, enquanto os
gréos foram armazenados em potes de vidro com tampa, semelhantes aos de conserva, com toda a
vidraria esterilizada em autoclave.

Com o crescimento micelial completo e a colonizacdo total do meio, iniciou-se o processo de
extracdo, onde o micélio foi submerso em solugcéo de acetato de etila por no minimo 30 minutos. As
amostras ficaram na solucdo por aproximadamente 12 horas. Apds essa etapa, as solu¢des foram
filtradas a vacuo utilizando papel filtro quantitativo (UNIFIL — 12,5 cm — C41) e um funil de Buchner
conectado a uma bomba de vacuo (Figura 1).

Figura 1 — Substrato milho s
A

endo filtrado em um funil de Buchner.

159 PR

Font: Os Autores (223)

ApOs a extracdo das solugBes de cada substrato foi realizada sua hidrélise, onde foi preciso medir
o pH da amostra, para corrigi-lo para 4, adicionando 100 ml de Acético Glacial. Em seguida a amostra
foi aguecida até 70 °C, passou por outra correcdo de pH para 8 com hidroxido de sédio, e logo depois
de esfriar foi filtrada. Apés a hidrdlise foi realizada a partigdo liquido-liquido com metanol em acetato
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de etila, para assim deixar as amostras evaporando na capela de fluxo para ter acesso somente a
solugédo obtida ap6s a extracdo do micélio, ou seja, a amostra final a extracao micelial.

Cada amostra foi submetida a cromatografia em camada delgada (CCD), que permite visualizar
particulas com diferentes pesos moleculares, separadas pela polaridade ao longo da placa
cromatografica. Em seguida, as amostras foram analisadas por HPLC, onde os componentes se
separam em fases estaciondaria e mével dentro de uma coluna de fase reversa, permitindo a separacéo
de moléculas que se movem a diferentes velocidades. Para a diluicAo das amostras tratadas, foi
utilizado Metanol Purissimo.

Resultados

O tempo de crescimento micelial variou entre os substratos devido a distribuicéo e disponibilidade
de nutrientes. O fungo colonizou mais rapidamente os meios laboratoriais, como PDB e CZAPEK, em
cerca de sete dias, enquanto levou de 27 a 30 dias para colonizar parcialmente os substratos naturais,
como milho e arroz (Figura 2). Os extratos laboratoriais PDB e CZAPEK além de demonstrarem um
melhor e mais rapido crescimento micelial, também expressaram um resultado mais limpido ou préximo
do ideal, dessa forma, nos graficos do HPLC referentes as amostras de substratos naturais, o milho
(Figura 6) e arroz (Figura 5); é possivel notar uma pequena quantidade de picos, que indicam baixa
presenca de metabdlitos observaveis, provavelmente devido a forma de cultivo dos fungos. A amostra
de PDB (Figura 4) demonstrou marcas mais intensas nas placas cromatogréficas (Figura 7) em
comparacao as amostras de CZAPEK (Figura 3); os gréaficos também ficaram com picos e vales mais
nitidos, demonstrando maior intensidade de metabdlitos presentes

Os gréficos de HPLC referentes a amostra de arroz apresentam pouca quantidade de picos e vales.
Ele expressa pouca ou quase nenhuma interacdo entre os picos que representam a atividade de
componentes presentes na amostra, diferente do esperado pois existe grande presenca de amido
nesse substrato. As amostras de milho, analisadas por cromatografia em camada delgada (Figura 7),
exibiram manchas bem definidas indicando a presenca de compostos. No entanto, os gréficos de HPLC
mostraram interacéo entre picos e vales, mas com menor qualidade em comparagdo ao meio PDB,
apresentando menos picos captados pelo HPLC.

Figura 2 - Diferentes niveis de colonizagdo entre os meios laboratoriais oferecidos como substrato para a
colonizacéo do P. cubensis.

CZAPEK
Fonte: Os Autores (2023)

Figura 3 — Gréficos obtidos por HPLC da amostra cultivada no meio CZAPEK.
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Figura 4 — Graficos obtidos por HPLC da amostra cultivada no meio PDB.
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Figura 5 — Gréficos obtidos por HPLC da amostra cultivada no arroz.
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Figura 6 — Gréficos obtidos por HPLC da amostra cultivada no milho.
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Figura 7 — Cromatografia de Camada Delgada das amostras cultivadas em milho, arroz integral, e nos meios
PDF e CZAPEK

Milho = Arrozintegral

Fonte: Os Autores (2023)

Discusséo

Os resultados obtidos, tanto pelo HPLC, quanto na cromatografia em camada delgada,
permitiram compreender a dindmica das particulas presentes nas amostras em fungéo dos diferentes
substratos oferecidos para o crescimento do fungo. Os extratos laboratoriais PDB e CZAPEK
demonstraram um crescimento micelial mais rapido e eficiente, o que pode ser atribuido a facil
disponibilidade de nutrientes nesses meios. Além disso, os graficos de HPLC a partir desses extratos
apresentaram picos mais distintos e vales visiveis, indicando uma resolugéo superior, essencial para a
interpretacdo precisa dos dados.

Em contrapartida, os graficos de HPLC referentes as amostras de substratos naturais, como
milho e arroz, exibiram uma quantidade menor de picos, sugerindo uma baixa concentracdo de
metabdlitos observaveis. Esse fendmeno pode estar relacionado as diferencas na composicdo e
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disponibilidade de nutrientes nesses substratos, influenciando diretamente o comportamento do
crescimento micelial.

Conforme observado no estudo de Jeremy B. e Michael W., intitulado “Variagdo dos Niveis de
Psilocibina e Psilocina com Repetidas Lavagens (Colheitas) de Esporocarpos Maduros de Psilocybe
cubensis (Earle) Singer”, o tempo de crescimento micelial em grao-de-centeio foi de 28 dias, similar ao
observado neste estudo. Contudo, ndo foram encontrados estudos comparaveis que utilizassem
métodos semelhantes para analisar o crescimento micelial em outros substratos naturais ou
laboratoriais, dificultando a comparacédo direta com os resultados aqui apresentados. Levando em
consideracdo que néo foi possivel isolar a molécula de interesse, a psilocibina, o ideal seria realizar a
continuagéo deste trabalho, buscando isolar a molécula e entdo analisar os efeitos que os diferentes
tipos de substratos podem influenciar sob a producdo deste composto de interesse. Além disso,
também seria pertinente verificar se a producédo de fungos com arroz parboilizado realmente € um
problema para o desenvolvimento do microrganismo.

Conclusao

Os substratos laboratoriais, devido a maior disponibilidade de nutrientes, resultaram em um
crescimento micelial mais rapido do que os substratos naturais, embora o desenvolvimento nos gréos
tenha sido mais lento, ainda estava em conformidade com a literatura. Ha necessidade de investigar
se 0 processo de parboilizagcao dos grdos impacta negativamente o crescimento micelial. Foi possivel
detectar metabdlitos nos graficos de HPLC. O Potato Dextrose Broth — HMEDIA se mostrou o substrato
mais eficiente, com melhor interacdo metabdlica e desenvolvimento do micélio.
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