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RESUMO: O fungo basideomicete Ganoderma lucidum vem sendo amplamente utilizado no mundo todo,
mas principalmente nos paises orientais, devido as suas inUmeras propriedades medicinais. Conhecido
popularmente como Reishi, este organismo € alvo de muitas pesquisas que estdo permitindo conhecer
melhor seus principios ativos para o tratamento de doencas como o cancer, alergias, hipertensao arterial e
outras, ou mesmo no sentido de prevencao destas doencas. Além disso, os fungos em geral despertam
grande interesse por sua capacidade biodegradadora que pode ser utilizada para o tratamento de residuos
agroindustriais. Existem poucos dados sobre o cultivo submerso de Ganoderma lucidum. Deste modo, é de
grande interesse desenvolver condicbes necessarias para se obter substancias de interesse farmacolégico
e biotecnolégico desse fungo. Este trabalho tem por objetivo testar fontes de carbono e nutrientes
alternativos, oriundos de meios de cultivo liquidos diferentes: dextrose, melaco de cana-de-aglcar e o lodo
(um subproduto do processamento da cana) na producdo de biomassa e exopolissacarideos (EPSs) de G.
lucidum em 14 dias de cultivo. A biomassa foi produzida em erlenmeyers contendo meios de cultivo com
diferentes concentracbes de fontes de carbono: 10 e 30g/L. A biomassa foi separada do filtrado cultural
através de filtragcdo a vacuo, desidratada e pesada. Os polissacarideos extracelulares (EPSs) foram
precipitados com solvente organico resfriado (etanol). A variacdo de pH do meio também foi acompanhada.
Os meios de cultivo utilizados permitem a producédo de biomassa e EPSs por G. lucidum. De acordo com os
resultados obtidos, a producdo de biomassa e exopolissacarideos sao melhores favorecidas quando se faz
a correlacéo entre o subproduto do processamento da cana (lodo) na concentracéo de 30g/L.

PALAVRAS-CHAVE : Cultivo submerso; Ganoderma lucidum; Biomassa; Exopolissacarideos.

INTRODUCAO

Ganoderma lucidum €é o0 cogumelo medicinal mais vendido no mundo,
movimentando bilhdes de délares ao ano (URBEN, 2004). E utilizado pelos chineses ha
milénios devido as inumeras propriedades terapéuticas atribuidas a esse fungo, sem
nenhum efeito colateral constatado, o que despertou o interesse pelos ocidentais nas
tltimas décadas (RUBEL, 2006).

Tado amplo uso popular incentivou pesquisas principalmente em relacdo as
atividades antitumorais e imunomoduladoras de G. lucidum. Destacam-se também sua
acdo antialérgica comprovada cientificamente, hipotensiva, hipoglicémica, antibacteriana
e antioxidante (URBEN, 2004). Entre os diversos metabdlitos de G. lucidum, os
polissacarideos e triterpenos sdo importantes principios ativos responsaveis por suas
atividades farmacoldgicas (RUBEL, 2006).

A extracdo de polissacarideos de fungos basidiomicetos vem sendo estudada de
longa data. Essa e outras substancias sao utilizadas no tratamento de doencas em
humanos, principalmente o cancer. Ja foi demonstrada a eficAcia nas respostas do
sistema imunologico em tratamentos de tumores malignos. Pesquisadores americanos e
chineses tém demonstrado em seus estudos as atividades antitumorais dos
polissacarideos e triterpendides extraidos de varias espécies do género Ganoderma.
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Além disso, substancias extraidas de outras espécies de basidiomicetos sdo aplicadas
para a diminuicdo do colesterol, redutores de pressédo sanguinea, potencializadores do
sistema imunolégico e também como drogas para controle cardiaco (SILVA; COELHO,
2006).

O acumulo de residuos agricolas como palha de arroz, trigo e outros cereais, e
também dos residuos agroindustriais dentre eles, tortas de algodao, soja e bagaco de
cana-de-acucar, aléem de serragem de madeira, muitas vezes representam problemas
ambientais porque sdo substratos persistentes no meio ambiente dificii de serem
degradados. Devido a capacidade de converter lignina e celulose em gas carbonico e
agua, fungos basidiomicetos sdo muito utilizados em processos biotecnoldgicos a fim de
degradar substratos lignocelulésicos. E muitas vezes, sao utilizados como substratos para
a producao de cogumelos comestiveis ou ainda para producdo de biomassa fungica a ser
empregada em processos industriais (SILVA; COELHO, 2006).

Pertencendo a esse grupo o G. lucidum, é capaz de degradar componentes
lignoliticos complexos, por isso o substrato de cultura para o desenvolvimento do corpo de
frutificacdo de G. lucidum sado troncos de arvores constituidas por madeiras duras e
serragens (SEO; KIRK, 2000 apud RUBEL, 2006).

Os polissacarideos e outros principios ativos de G. lucidum podem ser
encontrados e isolados a partir do basidioma e do micélio (corpo vegetativo do fungo),
mas extrair essas substancias € mais dificil podendo conter toxinas ou metais pesados, e
a producédo é anual podendo levar de trés a seis meses, isso vale tanto para o cultivo in
natura quanto para o cultivo em fermentacdo de estado solido. Desta forma, ha um
recente interesse na producao de micélio em fermentacdo submersa, que ocupa espacos
reduzidos, menos custos e diminuigdo das chances de contaminagao, o que possibilita
uma total recuperacdo de varias substancias de G. lucidum como os
endopolissacarideos, isolados do micélio, e dos exopolissacarideos (EPSs), isolados do
caldo de cultivo, que sao biomoléculas de grande interesse farmacologico (RUBEL, 2006)

A producdo de EPSs €é um processo mais simples em relagdo a
endopolissacarideo, ja que sua recuperacao é mais facil e ndo requer multiplas etapas de
extracdo, sendo mais atrativa para a producdo em escala industrial (LEE; LEE; LEE, 1999
apud RUBEL, 2006).

Na composi¢do do meio de cultura submerso as concentracdes iniciais de agucar,
além do pH e a agitacdo também atuam de forma decisiva sobre o processo fermentativo
do fungo. Os carboidratos desempenham um papel importante no crescimento dos
cogumelos, proporcionando energia as células e a sintese de diversas moléculas que
resultam em aproximadamente metade do peso da matéria seca dos corpos de
frutificacdo, em carbono (RUBEL, 2006).

Considerando que a industria canavieira no Brasil esta em processo de expansao,
principalmente quanto a producdo de alcool, € interessante testar fontes de nutrientes
provenientes da cana-de-acUcar para o cultivo de fungos com potencial farmacolégico e
biotecnolégico. Um exemplo é o melagco de cana-de-acucar e um subproduto conhecido
como lodo resultado do processo de decantagdo do caldo de cana-de-agucar, fontes ricas
principalmente em carboidratos (SILVA et al., 2003; RHEE et al., 1984, apud NETO et al.
2005; REVISTA RURAL, 2005).

Assim é possivel que estas diferentes fontes de acgucares importantes para a
producdo de biomoléculas e para o metabolismo celular dos fungos, possam ser
utilizadas para a producédo de biomassa e EPSs, utilizando solu¢des aguosas do melaco
e iodo de cana em cultivo submerso de G. lucidum.

Song e colaboradores (1987 apud ROSSI et al., 2001) mostraram que a solugao
aquosa de melado de cana na concentracdo de 30,0g/L € capaz de manter o crescimento
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micelial vigoroso de Lentinula edodes; Para Zanetti e Ranal (1997 apud ROSSI et al.,
2001) a glucose e a frutose sdo importantes fontes de energia para a atividade
metabdlica dos cogumelos; Wasser (2005 apud RUBEL, 2006) diz que um importante
aspecto ecologico dos cogumelos em cultivo artificial, € a possibilidade de propaga-los
em residuos provenientes da agroindustria e sem emisséo de lixo no final do processo.

MATERIAL E METODOS

O isolado de Ganoderma lucidum foi cedido pelo Centro Universitario de Maringa —
Colecéo de Cultura de Basidiomicetes. Este foi cultivado em meio solido por sete (7) dias
utilizando BDA (batata, dextrose e agar) em placas de Petry como meio de cultura. As
culturas foram repicadas a cada 3 meses para a manutencgao do vigor do fungo.

ApoOs o crescimento do micélio, tubos de ensaio contendo 5 mL do meio liquido BD
(dextrose ha 60g/L), da espécie a ser testada, receberam um disco com
aproximadamente 1cm de didmetro de meio de cultura batata dextrose agar (BDA recém-
colonizado pelo micélio, ap6s 7 dias de incubacdo, a 25°C, no escuro), e incubado no
escuro de forma estatica por 14 dias.

Para o preparo do meio de cultura liquido 1509 de batatas (inglesa) foram picadas
e cozidas por 30 minutos em 1L de agua deionizada. Depois o caldo foi coado em gaze e
foram diluidas as fontes de carbono (dextrose, melado e iodo de cana-de-agUcar) em
diferentes concentracdes (10 e 30g/L). O pH foi ajustado para 6,0, com NaOH e &cido
acético. Os meios de cultivo adicionados aos erlenmeyers foram esterilizados em
autoclave a 121C, 1 atm., por 15 minutos. O meio BD (batata e dextrose) foi usado
como controle.

Erlenmeyers de 250 mL contendo 150 mL meio de cultura liquido estéril com
diferentes concentragcbes de dextrose, melado e lodo de cana-de-agucar foram
inoculados com 5 mL de cultura liquida (um tubo de inéculo liquido, apos 14 dias de
crescimento) sobre condi¢des estéreis em Camara de Fluxo Laminar Vertical.

A incubacdo foi realizada em agitador mecanico rotatorio (Shaker) com velocidade
de 100 rpm durante 7 dias com temperatura média de 26<C (+5C), e mais 7 dias sobre
cultura estatica a temperatura ambiente. Durante o cultivo, a luminosidade constituiu de
12 horas claro intercaladas com 12 horas no escuro. Os frascos foram tamponados com
algodao (para aeracao adequada), para o crescimento dos fungos em cultura submersa.

Apés o periodo de incubagéo a biomassa foi separada por filtracdo (com auxilio de
funil de porcelana contendo papel de filtro Whatman n°1. O peso seco da biomassa foi
obtido com o auxilio de balanga analitica usando uma bomba de vacuo, ap6s secagem do
material em estufa a 100<C, por 8 horas.

Os polissacarideos foram precipitados adicionando-se etanol resfriado ao filtrado
cultural (2:1, v.v.) e separados por filtracdo com auxilio de funil de porcelana contendo
papel de filtro previamente pesados, usando uma bomba de vacuo. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso esquema fatorial 3x2 (3 substratos versus 2
concentragdes). Cada tratamento foi repetido 3 vezes.

Os dados foram analisados por analise de variancia e as médias entre tratamentos
comparados pelo teste de Scott Knott a 5%. Para a analise foi utilizado o programa Sisvar
da Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Pode ser observado que o tratamento com lodo de cana-de-agucar proporcionou
maior valor de biomassa do fungo G.lucidum apés 14 dias de cultivo. Este valor foi
diferente estatisticamente dos encontrados nos tratamentos com dextrose e melado de
cana-de-acuUcar. Entre as concentracdes, foi detectada que a maior concentracao de lodo
(30g/L) favoreceu o crescimento micelial do fungo. Nao houve diferenca estatistica entre
os tratamentos com dextrose e melaco (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios de biomassa(g) de Ganoderma lucidum apés 14 dias de cultivo em
diferentes tratamentos.

Tratamentos Concentracoes

10g/L 30g/L
Dextrose 0, 4040 aA 0, 4690 bA
Melado de cana-de-agucar 0, 3734 aA 0, 5140 bA
lodo de cana-de-agucar 0, 4694 aB 0, 6948 aA

*Letras minUsculas iguais nas colunas representam tratamentos iguais estatisticamente
*Letras mailsculas iguais nas linhas representam concentra¢cdes iguais estatisticamente

Na producédo de EPSs, obteve-se maior valor no tratamento com lodo de cana-de-
acucar em maior concentragdo (30g/L). N&o houve diferenca estistica entre o0s
tratamentos com dextrose e melago.

Tabela 2. Valores médios de EPS(g) de Ganoderma lucidum apos 14 dias de cultivo em diferentes
tratamentos.

Tratamentos Concentracdes

10g/L 30g/L
Dextrose 0, 0069 aA 0, 0230 bA
Melado de cana-de-acucar 0, 0056 aA 0, 0170 bA
lodo de cana-de-agucar 0, 0077 aB 0, 0610 aA

*Letras minUsculas iguais nas colunas representam tratamentos iguais estatisticamente
*Letras mailsculas iguais nas linhas representam concentragdes iguais estatisticamente

No tratamento com dextrose obteve-se maior variagdo do pH, considerando a
diferenca do pH no inicio do cultivo (pH=6,0) ao pH no final do cultivo (pH=5,0). Sendo a
maior variacdo detectada na concentragcdo maior de dextrose (30g/L) como vemos na
Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios de pH de Ganoderma lucidum apés 14 dias de cultivo em diferentes
tratamentos.

IV Mostra Interna de Trabalhos de Iniciagédo Cientifica do Cesumar
ISBN 978-85-61091-01-9
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Maringé — Parana - Brasil



Concentracoes

Tratamentos

10g/L 30g/L
Dextrose 5,20 bA 5,00 cB
Melado de cana-de-acucar 5,47 aA 5,40 bA
lodo de cana-de-acucar 5,43 aA 5,563 aA

*Letras minUsculas iguais nas colunas representam tratamentos iguais estatisticamente
*Letras mailsculas iguais nas linhas representam concentracdes iguais estatisticamente

Tang e Zhong (2002 apud RUBEL, 2006) relatam que altas concentracdes iniciais
de glicose e também de sacarose em meio de cultura submerso, aumentam a producéo
de EPSs de G. lucidum, mas diminuiram drasticamente a produgdo de biomassa. A
producédo de EPS atingiu 0,87 £ 0,05g/L e 0,75 = 0,05¢g/L.

O melaco de cana-de-acgucar utilizado para o cultivo do fungo € uma rica fonte de
acucares, possuindo no minimo 60% de acucares totais sendo o principal a sacarose,
além de 15% de acuUcares redutores, glucose e frutose (SILVA et al., 2003). O melaco de
cana-de-acicar € um subproduto da induUstria do acucar, apresenta uma alta
concentracdo de sacarose, além de outras substancias importantes para processos
fermentativos (RHEE et al., 1984, apud NETO et al. 2005.).

De acordo com Tan & Wahab (1997) apud Silva et al (2007), os fungos de podridao
branca exibem baixa atividade celulolitica relativa no estagio anamoérfico ou assexuado,
pois se desenvolvem, principalmente, em substratos altamente lignificados como a
madeira e a serragem, além de produzirem enzimas ligadas a polimerizacdo da lignina.
Por isso 0 meleco e a dextrose ndo tenham sido tao eficientes no cultivo do fungo.

O resultado do processo de decantacdo do caldo de cana-de-agucar forma um
subproduto conhecido como lodo. Como esse lodo possui altas concentracbes de
acucares, palha, terra, cera e outros residuos provenientes do processo de moagem, o
caldo que fica da decantacao precisa passar por um filtro rotativo com placas que retém a
passagem desses residuos, formando uma massa chamada de Torta (REVISTA RURAL,
2005). A presenca da palha e ouros residuos do processo de moagem presentes no lodo
podem ter contribuido para uma melhor producdo de biomassa e EPSs pelo fungo testado
em relacao as outras fontes de carbono (Tabela 1-2)

Reginato (1992 apud SILVA et al., 2007) relatou que flutuacdes ou oscilacbes nas
atividades enzimaticas durante o crescimento de um microrganismo podem ser devido a
diversos fatores, tais como: a variagao do pH pode causar inativagao de algumas enzimas
e estimular a secrecdo de outras; algumas formas de enzimas podem sofrer ataque
proteolitico preferencial; durante o crescimento do microrganismo estas enzimas podem
ser adsorvidas pelos substratos insoluveis e serem liberadas apdés a exaustdo da
celulose.

Lee e colaboradores (1999) verificaram que o pH controlado definitivamente afeta o
crescimento micelial e da producdo de EPSs no cultivo submerso de G. lucidum. Eles
definiram uma técnica onde é mantido e na fase inicial do cultivo um pH=3 e foi
aumentado exponencialmente até 6,0 no final do cultivo, 0 que aumentou a producéo de
EPS de 20,1g/L para 4,1g/L além de promover baixa viscosidade e elasticidade do caldo
de cultura. Isso se deve porque o pH=3,0 favorece o crescimento micelial e o pH=6,0
promove a producéo de EPSs.

IV Mostra Interna de Trabalhos de Iniciagédo Cientifica do Cesumar
ISBN 978-85-61091-01-9
CESUMAR - Centro Universitario de Maringa
Maringé — Parana - Brasil



A agitacdo também influi no cultivo submerso de G. lucidum, onde alguns
pesquisadores observaram que a producdo de EPSs pelo fungo € diretamente
proporcional ao tempo de agitacdo do meio de cultura, jA em condi¢cdes estaticas o
crescimento micelial foi favorecido (RUBEL, 2006).

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, a producdo de biomassa e
exopolissacarideos sdo melhores favorecidas quando se utiliza o subproduto do
processamento da cana (lodo) na concentragdo de 30g/L, em relacdo aos outros meios
de cultura testados.

Apesar alta concentragdo de sacarose, além de outras substancias importantes
para processos fermentativos, o melaco ndo promoveu uma melhor producdo de
biomassa e EPSs G. lucidum em relacao a dextrose.

O meio de cultura com o lodo, por conter residuos lignocelulésicos possivelmente
permitiu a formacdo de um ambiente favoravel ao desenvolvimento do fungo, e a atuagéo
de suas enzimas e producéo de EPSs.

No tratamento onde ocorreu maior producdo de EPSs e biomassa (cultura com
lodo) houve pouca variacdo do pH no meio de cultivo no final do processo fermentativo
(ap6s 14 dias de incubacao).
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