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1.RESUMO

O fungo Ganoderma lucidum (Fr.) Krast, também conhecido como
Lingzhi ou Reish, é um basidiomiceto pertencente a familia Ganodermataceae, muito
estudado por suas caracteristicas medicinais. Imunomodulacéo e atividade antitumoral sdo
algumas de suas indicacdes mais importantes a saide humana, devem-se principalmente a
presenca de polissacarideos e triterpendides, que ha séculos sao utilizados na China, Japao
e Coréia por fins terapéuticos. Com a crescente demanda por pesquisa com uso de
Ganoderma lucidum no tratamento de doencas, a otimizacdo da producdo comercial
tornou-se necessaria para atender as demandas de mercado e de pesquisa. Assim, 0S
objetivos do presente trabalho foram: 1. avaliar e comparar a eficiéncia bioldgica e o
rendimento de 7 linhagens de G. lucidum, 351, 1002, 0901, 0809, 339, 144, 202, cedidas
por produtores e pesquisadores ao banco de linhagens do Maddulo de Cogumelos
FCA/UNESP. Todas cultivadas em substrato a base de serragem de eucalipto; 2.
quantificar as concentragdes de PB-glucanas, fendlicos totais e proteinas nas linhagens
estudadas. O substrato de cultivo foi composto de 80% de material volumoso (serragem de
eucalipto) e 20% de farelos (trigo e soja) contendo 620g cada saco de cultivo. A
quantifica¢do das B-glucanas foi realizada por método enzimético; para a quantificacdo de
fenolicos totais, utilizou-se 0 método de Folin-Ciocalteau e para proteinas totais 0 método
utilizado foi de Lowry. O cultivo, desde a inoculagdo do substrato até a colheita dos
basidiomas, durou, em média, 65 dias. Em relacdo a eficiéncia bioldgica as linhagens
obedeceram a seguinte ordem 351 > 1002 > 0901 = 0809 = 339 com 15,00%, 13,10%,



11,77%, 11,29% e 10,87%. O rendimento obedeceu a mesma ordem de significancia, e
obtiveram os seguintes valores: 5,95, 4,98, 4,31, 4,29, e 4,189 Kg* das linhagens
respectivamente. A linhagem com maior concentracao de PB-glucanas foi a 1002 com
10,500/100g de cogumelo seco. As linhagens com maior concentracdo de fendlicos totais
foram 1002 e 0809, ambas com média de 0,300mg/1g de cogumelo seco. E em relagdo a
concentracdo de proteinas a linhagem 1002 também foi a que obteve maior valor com
0,766mg/1g de cogumelo seco. Concluiu-se que a linhagem 1002 cedida ao Mddulo de
cogumelos (FCA/UNESP) oriunda de produtor da cidade de Florianopolis, SC - Brasil, é a

linhagem mais indicada em relacdo a rendimento e concentragdo de compostos bioativos.

Palavras-chave: rendimento, eficiéncia biologica, compostos fendlicos, B-glucanas.



2. SUMMARY

AGRONOMIC BEHAVIOR AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
STRAINS OF Ganoderma lucidum CULTIVATED SAWDUST
Botucatu, 2014. 65p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/ Energia na Agricultura) —

Faculdade de Ciéncias agronémicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: STHEFANY RODRIGUES FERNANDES VIANA
Adviser: MARLI TEIXEIRA DE ALMEIDA MINHON!I
Co-adviser: MARLI GERENUTTI

The fungus Ganoderma lucidum (Fr.) Krast , also known as
Lingzhi or Reish, is a basidiomycete belonging to Ganodermataceae family, widely studied
for its medicinal characteristics . Immunomodulation and antitumor activity are some of
his most important insights to human health, are mainly due to the presence of
polysaccharides and triterpenoids , which are used for centuries in China, Japan and Korea
for therapeutic purposes. With the growing demand for research use of Ganoderma
lucidum in treating diseases , optimization of commercial production became necessary to

meet market demands and research . The objectives of this study were: 1 . evaluate and



compare the biological efficiency and yield of 7 strains of Ganoderma lucidum , 351 ,
1002, 0901 , 0809 , 339, 144 , 202 , assigned by producers and researchers to bank lines
Module Mushrooms FCA / UNESP . All grown on substrate with sawdust ; 2 . quantify the
concentrations of B - glucan , total phenolics and proteins in the strains studied . The
culture substrate was composed of 80 % of bulk material ( sawdust ) and 20% bran (wheat
and soybeans ) containing 620g each bag cultivation . Quantification of B - glucans was
performed by enzymatic method ; for quantification of total phenolic used the Folin -
Ciocalteau total protein and the Lowry method was used . The cultivation , from
inoculation to harvest the substrate of the mushroom lasted , on average, 65 days. Relative
biological effectiveness strains obeyed the following order 351 > 1002 > 0901 = 0809 =
339 with 15.00% , 13.10 %, 11.77 %, 11.29 % and 10.87 % . The yield followed the same
order of significance , and obtained the following values : 5.95, 4.98 , 4.31 , 4.29 , and 4.18
g kg - 1 strains respectively. The line with the highest concentration of f - glucans was
1002 with 10.50 g/100 g of dry mushroom. The strains with the highest concentration of
total phenolics were 1002 and 0809 , both with an average of 0,300 mg/lg of dried
mushroom . And in relation to protein concentration lineage 1002 was also the one with
higher value with 0.766 mg/1g of dried mushroom . It was concluded that the strain in
1002 ceded to the module mushrooms ( FCA / UNESP ) originating from a producer from
the city of Floriandpolis , SC - Brazil , the lineage is most appropriate in relation to yield

and concentration of bioactive compounds .

Keywords: Yeld, biological efficiency , phenolic compounds , 3 - glucans .



3. INTRODUCAO GERAL

Para o cultivo de cogumelos, a selecdo do substrato é de
fundamental importancia para o sucesso da producéo e obten¢do do produto final desejado.
O cultivo pode ser realizado em potes (de vidro ou plastico), em sacos plasticos ou em
toras de madeira. As tecnologias de cultivo em substrato sélido para a producdo de micélio
ou corpo de frutificacdo ainda necessitam de tecnologias e estudos mais aprofundados.

O fungo Ganoderma lucidum ja é reconhecido ha muito tempo por
suas propriedades medicinais, tendo grande potencial para o desenvolvimento de novos
farmacos e produtos nutracéuticos. Existem relatos de que seus compostos agem no
sistema imunoldgico e nas vias bioguimicas, alterando a resposta celular, principalmente,
em relacdo as suas atividades antitumorais e imunomoduladoras. As pesquisas sugerem
que esses efeitos se devem, sobretudo, a presenca de triterpendides e glucanas. E
comumente utilizado na China para “acalmar os nervos”, “melhorar a memoria”, “retardar
a senilidade”, agente antitumoral, entre outras finalidades. Entretanto, a quantidade e
qualidade destes compostos variam em funcdo da linhagem e fase de crescimento
(vegetativo e reprodutivo) do fungo, condi¢des ambientais, processamento, preparacao de
formulacGes, tipo de cultivo (substrato e tratamento deste).

Uma das formas inteligentes de aproveitamento de residuos
agroindustriais é o cultivo de cogumelos comestiveis e medicinais. Pois, 0s residuos, como

casca de café, palhas de trigo, arroz e milho, bagaco e palha de cana-de-acucar, folhas de



bananeira, entre outros, sdo materiais organicos renovaveis, ricos em carbono e energia. A
massa de residuos produzida pelas culturas é elevada, apresentando um potencial elevado
para uso em solos, nutricdo animal e producdo de biomassa proteica de fungos, precedidos
ou ndo de processos de compostagem e/ou tratamentos térmicos.

A Dbiotransformacdo ou bioconversdo de residuos agricolas na
fungicultura resulta em cogumelos de valor nutritivo e comercial elevados. Ainda,
buscando fechar o ciclo dos cultivos de cogumelos, o préprio substrato exaurido (pds-
cultivo) pode e deve ser utilizado no condicionamento de solos, nutricdo de plantas e
animais. Como exemplo, sua utilizacdo como alimento para ruminantes, pois os residuos
de cultivo de Pleurotus sp. proporciona digestibilidade melhorada ao animal em
comparacgado ao alimento nao colonizado pelo fungo (REGULY, 1996).

Além da sustentabilidade da fungicultura, a salde e a qualidade de
vida também séo condic¢6es muito valorizadas nos dias atuais e, por essa razdo, tem-se buscado
novas terapias e farmacos menos nocivos a saude. Neste sentindo, em 2006, foi incorporada
um informe técnico a normativa técnica n°19 de 29 de agosto (BRASIL, 2006),
considerando legal o comércio dos cogumelos em capsulas, comprimidos e tabletes na
categoria de novo alimento, e permaneceu vetada a comercializacdo de extratos, liquidos
isolados ou associados. E, no ano de 2010, a normativa RDC n°14 de 31 de margo de 2010
incluiu os fungos multicelulares como medicamentos fitoterapicos, liberando assim a
comercializacdo do produto na forma de extratos, sendo considerado um passo importante para
incentivar as pesquisas cientificas na area, incluindo-se estudos envolvendo a extracdo,
purificacdo, toxicidade e analise do mecanismo de a¢do no organismo perante as doencas
especificas, a fim de avaliar e concretizar o seu efeito no ser humano (BRASIL,2010).

No Brasil, a potencialidade medicinal dos cogumelos ainda nao é
reconhecida pela ANVISA, embora sejam utilizados ha muito tempo em paises asiaticos,
America do Norte e Europa. Dessa forma, o aproveitamento da cultura de cogumelos
medicinais ainda é pouco explorado no pais, e o desenvolvimento de novos produtos
contribuird para o aumento do consumo pela populacéo.

O interesse em desenvolver pesquisa com as f-glucanas, e
investigar suas substancias bioativas provenientes de corpos de frutificacdo do cogumelo, é
devido a sua utilizagdo milenar na cultura chinesa como agente promotor da saude. Este
estudo se propde a quantificar a concentragdo de B-glucanas no cogumelo medicinal G.

lucidum e comparar quanto a diferentes linhagens comercializadas com fins terapéuticos.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Reaproveitamento de residuos agroindustriais

Os residuos agroindustriais sdo ricos em matéria organica e muitos
destes contém concentracfes elevadas de compostos lignocelulésicos, como a celulose,
hemicelulose e lignina. A utilizacdo destes residuos para o cultivo de cogumelos é uma das
formas de reaproveitamento dos mesmos, com a finalidade de obtencdo de uma massa
proteica rica em vitaminas, fibras, compostos bioativos, etc. Os residuos selecionados para
cada cultivo de cogumelos variam com o cogumelo a ser cultivado, tipo de cultivo e com a
disponibilidade dos mesmos na regido. Por exemplo, na Europa, um dos residuos mais
utilizados é a palha de trigo (LOSS, 2013). A produtividade obtida com este residuo é
suficiente, dispensando o uso de suplementos como farelos de cereais (soja, milho, arroz)
na formacdo do substrato. Por outro lado, Silva et al. (2009) relatam a necessidade de
suplementar o substrato de cultivo com outros materiais nitrogenados como farelo de
milho, soja, uréia, que contém niveis elevados de nitrogénio, fontes de fosforo e sais
minerais, suficientes para a otimizagao desses fungos.

Um aspecto muito importante na producéo de cogumelos se da pelo

fato do mesmo ser ecologico, pois seus substratos sdo provenientes de residuos



agroindustriais, ndo havendo emissdo de lixo no final do processo (WASSER, 2005). A
capacidade do fungo em crescer e produzir cogumelos em substratos lignocelul6sicos esta
relacionada com o vigor do micélio e com a sua capacidade metabdlica de ativar mecanismos
fisioldgicos, necessarios para utilizar os nutrientes do substrato (MATA; DELPECH,;
SAVOIC, 2001). Muito destes residuos ndo sdo diretamente utilizados pelos animais seja pela
palatabilidade ou digestdo, entre outros fatores inadequados.

A frutificacdo de cogumelos na natureza € um processo lento,
podendo levar meses para produzir os corpos de frutificacdo. Com condicdes artificiais, a
producdo pode ser acelerada, favorecendo as pesquisas (EIRA, 2003). Pesquisas constantes
sdo realizadas no teste de novas matérias-primas disponiveis, temperatura, pH, umidade,
luminosidade, CO,, oxigenacéo, relacdo C/N com o objetivo de fornecer ao microrganismo
condicdes 6timas de crescimento (BONONI; TRUFFEM, 1986). O substrato e as
condic@es de cultivo interferem até mesmo na qualidade nutricional e nas concentragdes de
substancias bioativas dos cogumelos (YONG et al., 2003).

O cultivo de cogumelos axénicos, ou seja, cogumelos cultivados
com substrato esterilizados (vapor imido sob pressdo), e em camaras climatizadas, garante
um padrdo elevado de substrato, sendo assim um ponto positivo para produtores que
necessitam padronizar seus procedimentos para o cultivo em série. Os farelos de soja e de
arroz sao as fontes mais utilizadas como nutrientes para a suplementacdo do substrato, pois
estimulam o crescimento miceliano de diversas espécies de cogumelo basidiomiceto (ROSSI;
MONTEIRO; MACHADO, 2001). As vantagens mencionadas fazem com que o cultivo de
cogumelos desperte cada vez mais interesse de investidores e produtores rurais, Como uma
alternativa a mais para a renda familiar (JONG; BIRMINGHAM, 1992).

4.2 Producéo de cogumelos

O cultivo de cogumelos expandiu-se por todo o mundo,
representando uma importante atividade comercial devido ao seu valor gastrondmico e

medicinal, podendo ser produzidos de varias formas (Figural).



Figura 1. Fotos de cogumelos cultivados em diversos sistemas: A. Lentinula edodes em
toras; B. Lentinula edodes em blocos de serragem axénicos; C. Flamulina velutipes em
sacos com serragem axénicos; D. Pleurotus ostreatus em blocos de serragem axénicos; E.
Pleurotus ostreatus em potes com substrato de serragem axénico; F. Agaricus bisporus em
composto pasteurizado (B, C, D e E Sthefany Viana), (A e F, Modulo de cogumelos
UNESP-FCA).

Segundo levantamento de 2012 da Organizagdo das Nac¢des Unidas
para Agricultura e Alimentacdo- FAO, os maiores produtores de cogumelos do mundo
compreende na China, Estados Unidos e Holanda. No ano de 2010, a producdo de
cogumelos foi de 7,4 milhdes de toneladas. A China, neste aspecto, é o gigante, contando
com 66,0% da producdo total. Aproximadamente 90% da producdo mundial foi originaria de
somente 6 paises (FAOSTAT, 2013).

Apesar da baixa producdo de cogumelos no Brasil se comparado
aos paises da Tabela 1, o mercado interno permanece em plena expansdo, em virtude da
descoberta de suas propriedades medicinais e culinarias, ainda existe a necessidade de
desenvolvimento de tecnologias de cultivo adequadas para as condig¢des do pais, visto que,
durante muitos anos, as tecnologias usadas foram adaptagdes das utilizadas nos paises
desenvolvidos, que possuem condicBes climaticas e matérias-primas diferentes das do
Brasil (DIAS, 2010).



10

Tabela 1. Produ¢do mundial de cogumelos no ano de 2012. Fonte: FAOSTAT (2013).

PAIS PRODUCAO (t)
1. China 5.158.810
2. Estados Unidos 470.450
3. Holanda 307.000
4. Polbnia 220.000
5. Espanha 146.000
6. Japéo 61.500

De acordo com o Censo Agropecuario do IBGE (2013), foram
produzidas no Brasil 5.894 toneladas de cogumelos comestiveis no ano de 2006 (in natura
e em conserva), tendo como espécie mais cultivada o Agaricus bisporus (Champignon de
Paris), em seguidas o Agaricus blazei Murril (Cogumelo do Sol) e o Lentinula edodes
(Shiitake).

Conforme Conrad et al., (2013), cerca de 70% da producédo estdo
concentradas no estado de Sdo Paulo, nos municipios de Mogi das Cruzes e Suzano. Os
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e S&o Paulo s&o os que mais consomem
cogumelos, em funcdo do maior nimero de imigrantes europeus nos mesmos. Porém, na
maior parte do pais, ainda existe um baixo consumo de cogumelos, devido ao fato de ser
uma cultura exotica, com estigma de conter substancias tdxicas e ao seu elevado custo de
producdo, entre outros fatores.

O consumo per capita no Brasil é de apenas 30g ano™, muito baixo
se comparado a 4 kg ano™ na Franca e 1,3 kg ano™ na Italia. O fator cultural, o custo
elevado, a falta de informacdo e preparo do produto acabam por gerar esta imensa
diferenca de dados entre os paises (TEIXEIRA, 2006).

4.3 Ganoderma lucidum

4.3.1 Histoérico

O Ganoderma lucidum, também conhecido como cogumelo Reishi,
no Japdo, ou como Ling zhi, na China, é um dos cogumelos medicinais mais populares no

Japdo, China e Estados Unidos. Na histéria antiga da China, ha mais de 4.000 anos, o G.
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lucidum era reservado somente para os imperadores, por serem muito raros na natureza e
considerado como 0 “elixir da vida”. Estudos cientificos com este cogumelo iniciaram-Se
em 1972, quando pesquisadores japoneses desenvolveram métodos de producdo eficientes
e mostraram gue os basidiomas podem conter varias cores. Essa variacdo de cor refere-se
as condigbes ambientais de cultivo e representam também diferentes concentracdes de
substancias bioativas (BUCHANAN et al., 2001).

A palavra chinesa lingzhi significa "erva de poténcia espiritual™ e
também reconhecida como “cogumelo da imortalidade™ (AURORA, 1996), em virtude dos
seus supostos beneficios para a salde e provavel auséncia de efeitos colaterais, o que lhe
concede uma reputacdo elevada no Oriente.

A chave taxonémica do G. lucidum é a seguinte: Reino Fungi;
Divisdo Eumycota; Subdivisdo Basidiomycota; Classe Basidiomycetes; Ordem
Aphyllophorales; Familia Ganodermataceae/Polyporaceae; Género Ganoderma; Espécie
Ganoderma lucidum (w. Curtis; Fries Karsten) (URBEN, 2004). Conforme descreve u
Aurora (1996), quando novo, o G. lucidum (Figura 2) € um cogumelo tenro, suberoso e
achatado, com chapéu visivel de cor avermelhada e em formato de rim e, de acordo com a

idade do espécime, pode apresentar poros brancos a acastanhados na sua parte inferior.

Figura 2. Géhodermahluﬁc/idpdm. Fonte: Dlspoivel em:
http://factoidz.com/images/user/26598.jpg Acesso em: 05 dez. 2011.

4.3.2. Compostos bioativos

O G. lucidum, assim como outros cogumelos, contém, em sua

parede celular, substancias funcionais importantes, destacando-se, as p-glucanas,
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compostos fendlicos e os triterpendides. Estas substancias tém sido supostamente
responsaveis por algumas propriedades benéficas a saude humana, como atividade
imunorreguladora, antioxidante, antiinflamatéria e anticancerigena (BRAUER;
KIMMONS; PHILLIPS, 2001). No Japéo e na China, este cogumelo tem sido utilizado em
tratamentos de cancer, para estimular o sistema imune ap0s radioterapia, quimioterapia e
doencas autoimunes e até mesmo para tratar sintomas de doencgas virais, como
constipacdes, gripe, aftas e hepatite (Tabela 2) (GHAFAR et al., 2002).

Tabela 2. Correlacdo entre cogumelos e seus efeitos terapéuticos (STAMETS, 2001).

Efeitos Terapéuticos COGUMELOS (*)

ab [ cs|ef[rv]calcfflfGo[He loftefLs[PI]Po]PulsclTy

L=
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=

L
L
L

Antibacteriano ® = = *

Antifungico ® * *

Antiinflamatdrio

Antioxidante *

Antitumoral * * = =

Antiviral ® = =

Homeostasico

o] | W
L3
a
L
*
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|

Hipoglicemiante

Sistema cardiovascular

LR 3 B
a
*

Hipocolesterolemiante

Imunomoduladora

Regulador sistema renal

LA 3B 3

Longevidade

CEEE A B

Sistema respiratorio

L
L
L
L

Sistema neuroldgico

Potencial sexual *

LA N NN N N

& k] *

Anti-estresse

(*) Ab= Agaricus blazei (Royal Sun Agaucus); Cs= Cordyceps sinensis (Cordyceps); Ff=
Fomes fomentaruis (Tinder fungus); Fv= Flammulina velutipes (Enoki); Ga= Ganoderma
applanatum (Artist Conk); Gf= Grifola frondosa (Maitake); Gl= Ganoderma lucidum
(Reishi); Go= Ganoderma oregonense (Oregon ganoderma); He= Hericium erinaceus
(Yamabushitake); lo= Inonotus obliquus (Chaga); Le= Lentinus edodes (Shiitake) (Split-gill
Polypore or Suehirotake); Ls= Laetiporus sulphureus (Chiken-of-the Wood or SulphurTult)
(Tukey Tail or Yun Zhi); Pl= Phelinus lineus (Meshimakobu); Po= Pleurotus ostreatus
(Oyster); Pu= Polyporus umbeliatus (Zhu ling); Sc= Schizophyllum commune; Tv=
Trametes vesicolor.

Os triterpendides no Ganoderma spp., sdo também conhecidos
como é&cidos ganodéricos e ja foram descritas mais de 150 moléculas diferentes no
Ganoderma spp.. Alguns exemplos de triterpenos encontrados no G. lucidum, sdo os
acidos ganodéricos A e B, e estudos demonstram efeitos principais, como anti-

inflamatdrio e antiteratogénico. Essas moléculas também diferem na proporgdo em
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cogumelos mais novos ou mais velhos. Boh et.al, (2000) que a maior quantidade de
triterpendides foi encontrada nos talos (6,4 mg / g de peso seco ao ar), seguido pela camada
mais jovem do pileo (2,5 mg / g), a camada mais antiga do pileo (0,6 mg/ g ) e a superficie
superior do corpo de frutificacdo (0,6 mg / g). E descreve outros efeitos farmacologicos
estudados com atividades: anti-hepatotéxicas, hepatoprotetoras, anti-tumorais, anti-
angiogenicos, anti-hipertensivos, hipocolesterolémicos, anti histampinicas, atividade anti-
HIV, e antioxidante.

Os polissacarideos de basidiomas, had tempo contém atencao
cientifica, por representarem diversa classe estrutural de macromoléculas bioldgicas com
vastas propriedades fisico-quimicas (bioativas). Polissacarideos solliveis em agua, tém
demonstrado que os ser mais ativos no sistema imunolégico, com ligacGes glicosidicas B-
1-3- D e B-1-6- D glucanas, que pode ser observada se for precipitado com etanol. As
cadeias laterais pequenas dessas glucanas e sua estrutura organizada helicoidal
demonstram uma maior estimulacdo do sistema imunoldgico . Alguns polissacarideos
insoltveis em agua também foram identificados como anti-tumorais (FANG et al., 2002).

Relatérios sobre a atividade farmacoldgica dos polissacarideos
dos Ganoderma descrevem principalmente seus efeitos anti-tumorais, por serem
diretamente ligados a imunoestimulagdo, embora outros efeitos benéficos também sejam
conhecidos.

As pesquisas demonstram que 0s compostos fenolicos também
contém muitos efeitos benéficos a saude por sua capacidade antioxidante, prevenindo
diversas doencas cardiovasculares, neuroldgicas e cancerigenas. Estes compostos tém,
também, atividade anti-inflamatéria, impedem a aglomeracgdo de plaquetas sanguineas e de
radicais livres no organismo e protegem moléculas como o DNA, inibindo possiveis
processos carcinogénicos (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Nos paises como China e Japéo, ha grande incentivo aos produtores
e pesquisadores, visto que 0s cogumelos sdo considerados alimentos nutracéuticos ou
funcionais fisioldgicos, podendo ser utilizados como chas e/ou capsulas para prevenir
doencas, direcionando-0s na busca de técnicas mais produtivas e na introducdo de novas
espécies (FURLANI; GODOY, 2005).

Ha dez anos, as vendas mundiais de cogumelo medicinal foram

estimadas em US$ 10 bilhdes e, no que se refere somente as vendas de cogumelos
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estimulantes do sistema imunoldgico, aumentaram as vendas em cerca de trés vezes entre
2002 e 2003 (UNDERWOOD, 2003).

4.3.3. Cultivo

Normalmente, os produtos existentes no mercado sdo procedentes
do corpo de frutificacdo ou de esporos. Contudo, seu desenvolvimento natural € um
processo lento e vulneravel a condi¢bes do cultivo. Além da bioquimica do organismo,
pode variar de acordo com as associagdes de linhagens, substratos, clima, épocas de
maturacdo do fungo, até mesmo com manejo dos cultivos (RUBEL, 2012).

O G.lucidum ¢ descrito como um cogumelo muito escasso na
natureza e, pelo constante aumento e exigéncias dos mercados internacionais, € necessario
o cultivo comercial de corpos de frutificagdo ou de biomassa micelial em meio liquido. Ha
um aumento nas pesquisas, basicas e aplicadas, envolvendo melhorias nas tecnologias de
cultivo, produtos farmacéuticos e formulacGes nutracéuticas.

A qualidade do fungo e o teor de substancias bioativas, em todos os
processos de cultivo, variam com a linhagem do fungo, localizacéo e condicdes do cultivo,
tipo de substrato, fase do crescimento do fungo, os procedimentos de processamento, de
formulacdo e preparo de produtos (HABIJANIC; BEROVIC, 2000). Os métodos mais
tradicionais de cultivo de corpos de frutificacdo sdo em toras naturais ou em substrato a
base de serragem, dispostos em sacos/garrafas plasticas. Ambas as tecnologias de cultivo
dependem dos mesmos fatores ambientais principais, como: temperatura, umidade e

oxigénio (Tabela 3).

Tabela 3. Condic6es 6timas para o cultivo de Ganoderma lucidum.(BOH et al., 2007)

Incubacédo Formacéao de Primérdio e Producéo

Temperatura 25-32 °C 27-32°C

90% apos a formagao do tampéo
70-80% durante a formacdo e

Umidade relativa 65-70% desenvolvimento do basidiomas
30-40% fase final, para colheita
Formacdo rim: ventilacdo elevada
Oxigenacao Oerdbio estrito Formacdo de chifre: ventilagdo
reduzida
Luz Auséncia 50-450 lux

pH 4,2-5,3 -
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Alguns fatores sdo cruciais para a diferenciagdo do miceélio
vegetativo em primordios. A umidade alta é necessario, preferencialmente 90-95%, para
encorajar a sua formacao, e em relagdo ao formato do pileo o aumento de ventilacdo na
camara deixa o corpo de frutificagcdo em formato de rim, diferentemente se a concentracdo
de CO, estiver alta ( >0,1%) o corpo de frutificagdo desenvolve-se em formato de “chifre”
(Figura 3). A formacdo de primordios demora cerca de 25 dias, apds a formacdo do
tampé&o. Apos a colheita, € comum secagem imediata sob o sol ou com calor (60° C) por 2-
3 dias.

Mdédulo de Cogumelos FCA/UNESP.

Boh et al. (2007) descrevem métodos de cultivo em toras nédo
esterilizadas, tendo estas um longo tempo de incubacéo de até 3 anos. Por este motivo, este
método atualmente ndo é mais utilizado, pois também demanda muita mao de obra,
podendo ser comparado a producdo shiitake em toras no Brasil, que, com a introducdo da
tecnologia de blocos de serragem, foi perdendo espaco ao longo tempo e méos de obra
necessaria. Ja as toras esterilizadas sdo muito utilizadas por obterem um alto rendimento
em um tempo curto de incubacdo (4-5 meses).

O cultivo em substrato solido formulado para a producéo de G.
lucidum varia com a regido e com o produtor, ndo havendo uma formulacdo “perfeita”.
Chen (2004) publicou informagdes detalhadas sobre a formulagdo, condic¢des de substrato e
as consequéncias dela para o cultivo G. lucidum, tais como: baixo teor de acucar (1% de
sacarose) estimula a formacao e ativacdo de enzimas de decomposicao de lignina; o calcio

participa do processo de diferenciacdo do micélio para a formagdo do cogumelo; excesso
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de umidade no substrato impede a troca de ar e causa suprimento de oxigénio; serragem
muito fina também prejudica a troca de ar; pedacos de madeira no substrato podem

perfurar o saco de cultivo e propiciar contaminacdes.

Alguns produtores formulam o substrato com base na relacdo C/N
(70:1 a 80:1), uma escolha eficaz e de baixo custo. Gonzalez-Matute et al., (2002) relatam
que para estimular a diferenciacdo do micélio, inducdo de primordios e, também, para
aumentar producdo de substancias bioativas, produtores acrescentam aglcares e outros
ingredientes, como, por exemplo, casca de semente de girassol, que foi utilizada em um
substrato como energia principal, com adicdo de 5% de malte, e observaram que a taxa de
crescimento do cogumelo foi melhorada. Teste com substrato a base de serragem
suplementada com vinhaca na proporgdo de 4:1, umidade é de 60% e a relagdo C/N de 70 a
80. A producédo de G. lucidum, por apresentar teor elevado de carboidratos e nitrogénio,
sendo nutritivo para o crescimento micelial (HSIEH; YANG, 2004).

O cultivo de G. lucidum em substratos formulados pode ser feito
em potes ou em plasticos de polipropileno resistente ao calor. O substrato mais utilizado, é
a base de serragem suplementada com 10% de farelo de arroz, 3% de CaCO3 e com
umidade de 58 a 65%. O filtro para a trocas gasosas € feito com um colar de cano pvc,
colocado na boca do saco e com um tampdo de algoddo no seu orificio. O tratamento
térmico é feito com calor umido sem pressao (95-100°C, durante 5 horas) em diversos
equipamentos, como tambores adaptados ou equipamento desenhado para este processo.
Apbs o resfriamento do substrato, este € inoculado, podendo ser com semente liquida ou
semente solida (a base de serragem ou grdos). Normalmente a inoculacdo é feita em
ambientes limpos, contudo depende muito da estrutura e técnica de cada produtor
(REISHI, 2009).

A incubacdo para o crescimento miceliano do fungo com as
condigdes de incubacdo ideais (temperatura com variagdo de 10-38°C, umidade durante
todos os processos varia de 30 a 95%, luz e ventilacdo adequada a cada momento da
diferenciacdo micelial), apds a inoculacdo do micélio, dura em média 3-4 semanas. A
producdo é induzida com a alteracdo da temperatura da sala para 28°C, em média, e com 0
aumento da umidade relativa do ar para 85-90%. Comumente, os basidios iniciardo a
producdo em 1 ou 2 semanas apos a incubacéo, e, nos 2-3 meses seguintes, os cogumelos
estdo prontos para serem colhidos. O mesmo substrato pode proporcionar uma seguida
colheita (ROYSE, 1996).
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Nos Estados Unidos e no Canad, a formulacdo ¢ a seguinte: 80%
de serragem de carvalho, 18% farelo de trigo grosso, 1% sacarose, 1% carbonato de célcio
(ou o sulfato de célcio) e umidade 67 a 70%. O cultivo é em potes com 500 g de substrato
seco, composto por 400 g de serragem de carvalho, 90 g farelo de trigo, 5 g de sacarose, 5
g de carbonato e 1 litro de &gua. Tem sido considerada a melhor pelos produtores (CHEN,
2004).

4.4 COMPOSTOS BIOATIVOS DE BASIDIOMICETOS

4.4.1. Polissacarideos

Polissacarideos sdo polimeros de monossacarideos, conectados por
ligacbes glicosidicas, com massa molecular de média a alta. Diferenciam-se,
principalmente, em fungcdo dos mondmeros constituintes, tipo de ligacdo, comprimento da
cadeia e numero de ramificaces.

Sdo utilizados em setores industriais, tais como: farmacéutico,
alimenticio, cosmético, quimico, téxtil, etc. S0 também utilizados como substancias
emulsificantes, texturizantes, estabilizantes e espessantes (KARACSONYI; KUNIAK, 1994).
Essas macromoléculas, sintetizadas pelos seres vivos em geral, exercem diversas fungdes
no organismo como armazenamento de energia (amido e glicogénio) e principalmente na
estruturacdo (celulose, quitina e peptideoglicano) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

Os polissacarideos sdo 0s componentes mais importantes dos
macrofungos, podendo ser isolados do corpo de frutificacdo, do micélio ou provenientes
das culturas puras destes organismos, em laboratério, na forma de exopolissacarideos.
Ha décadas, esses polissacarideos vém sendo estudados, principalmente pelas
propriedades imunomoduladora, antiinflamatdria, anticoagulante, entre outras
(ZAIDMAN et al., 2005).

Os polissacarideos sdo classificados como: homopolissacarideos,
polimeros cujas cadeias principais sdo formadas por unidades iguais de monossacarideo
glucose, e heteropolissacarideos, sendo formados principalmente por cadeias de fucose
e/ou manose. (ZHANG et al., 2007).

As glucanas sdo homopolissacarideos, cujas cadeias principais sao

formadas por unidades de a- ¢/ou B-Glc ligadas (1—3), (1—6) e/ou (1—4). As glucanas
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sdo as mais abundantes nos basidiomicetos, podendo ser encontradas intracelularmente,
como constituintes da parede celular e na forma de exopolissacarideos (RUIZ-
HERRERA, 1991).

Dentre as glucanas que ja foram descritas para basidiomicetos,
as B-D-glucanas sdo as mais comuns, apresentando-se nas formas lineares ou
ramificadas, e com diferentes massas moleculares. Esta molécula, apresenta estrutura
quimica formada por uma cadeia principal constituida por unidades de B-glucose ligadas
(1-3), podendo apresentar substituicbes em O-6 por uma Unica unidade de glucose, a cada

trés unidades da cadeia principal (Figura 4).

CH,OH
O

HO

Figura 4. Esquema da estrutura quimica de uma B-(1-3)(1-6)-glucana (YANAKI et al.,
1983).

Em todos os estdgios de vida dos fungos hd atividade das f-
glucanases, até mesmo na autdlise, e quase sempre estd relacionada aos processos de
sobrevivéncia, degradacdo de polissacarideos e patogenicidade (CAO; LIN, 2003). As -
1,3-glucanases fungicas foram classificadas como enzimas constitutivas presentes na
maioria das espécies dos fungos e possuem dois mecanismos de acdo distintos. Sao
especificas para substratos contendo sequéncias lineares de trés ou mais unidades de
glucose unidas através de ligacdes glicosidicas do tipo (1-3) com uma extremidade
terminal ndo-redutora. No entanto, é tolerado um grau de substituicio moderado de
residuos de glucose, ¢ as B-1,3-glucanases podem atuar sobre (1-3) (1-6)-glucanas, por
exemplo (MANNERS et al., 1976).

As ligacdes do tipo (1-6) ocorrem em conjunto com ligacbes do
tipo B (1-3) em polimeros produzidos pela maioria dos microrganismos, e estéo associadas

a atividade das P 1,3-glucanases. O mecanismo de acdo destas enzimas atuam
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aleatoriamente, hidrolisando o substrato. Considerando que 0S microrganismos néo
produzem glucanases especificas, e sim, um conjunto de enzimas com propriedades
diferentes (massa molar, pH e temperatura 6timos), porém, com a mesma especificidade
(MARTIN et al., 2006).

4.4.2. Compostos fendlicos

Atualmente ja foram detectados mais de 8000 compostos fendlicos.
Na Figura 5, tem-se a estrutura quimica dos dois compostos fenolicos mais encontrados na
natureza, catequinos e antocianinas. S&o encontrados em uma grande variedade de plantas
(cebola, café, etc), frutas (macd, uva, goiaba), chas, vinhos e produtos industrializados (ex.
pigmentos: antocianinas — azul a vermelho, antoxantinas — tons amarelados) (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Sdo basicamente formados por um anel
aromatico com no minimo um hidrogénio substituido por um grupo hidroxila.

Compostos fendlicos sdo considerados metabolicos secundarios
nas plantas e nos fungos, e agem como antioxidantes, pois sdo capazes de retardar ou até
mesmo impedir danos causados pela oxidacdo no organismo. Os antioxidantes tem
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes
do alimento, particularmente de lipidios. E presente em pequenas concentragbes se
comparado as substancias oxidantes. Dentre os antioxidantes fenolicos mais comuns de
fontes naturais destacam-se os acidos fenolicos, os taninos, os flavondides e os tocoferois
(STAFUSA, 2013).

Os antioxidantes podem ser divididos em antioxidantes primarios e
secundarios. Os primarios atuam principalmente sobre radicais livres, doando ions de H+
ou elétrons aos mesmos, e assim, estabilizando-os. Ja os secundarios tém diversos modos
de acdo, ou seja, através de ligacdes de ions metalicos, conversdo de hidroperoxidos em
especies nao-radicalares ou absor¢do de radiacdo ultra violeta (MAISUTHISAKUL;
SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007). Representam flavondides (composto fenélico)
com estruturas benzénicas, tendo substituintes grupamentos hidroxilas (HERNANDEZ;
PRIETO GONZALES,1999).
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Figura 5. Exemplos de flavondides mais comumente encontrados. A: catequinas e B:
antocianinas. (SILVA et al., 2010).

Pesquisas demonstram muitos efeitos benéficos dos compostos
fenolicos a saude, pela capacidade antioxidante, prevencdo de diversas doencas
cardiovasculares, neuroldgicas, cancerosas, atividades antiinflamatoria e a de impedimento
de aglomeracdo de plaquetas sanguineas. Uma vez que protegem moléculas como o DNA,
impedem assim alguns processos carcinogénicos (HARBORNE; WILLIAMS, 2000
LEVER, 1972).

A atividade antioxidante elevada é devido, principalmente, aos
flavondides dessas moléculas Apresentando-se sob muitas variacbes como flavonais,
flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas também amplamente
encontradas em frutas como macd, goiaba, cebola, café, uva (GRAHAM, 1992; VAN
ACQUIRE, 1996).

Os compostos designados como ndo-flavondides tem sua
atividade antioxidante relacionada com a posi¢dao dos grupos hidroxilas na molécula, que
quanto mais proximo do grupo fenil estiver do grupo hidroxila, maior sera a capacidade
antioxidante. (HRAZDINA; BORZEL; ROBINSON, 1970).
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6. CAPITULO 1. PRODUCAO DE LINHAGENS DE Ganoderma lucidum EM
SUBSTRATO A BASE DE SERRAGEM

6.1 INTRODUCAO

Muitos residuos agricolas séo utilizados no cultivo de cogumelos.
Os residuos lignocelul6sicos fornecem, especialmente, carbono. Os farelos, por sua vez,
fornecem especialmente nitrogénio e outros macro e micro nutrientes (aminoacidos e
proteinas). Para a formulacdo de substrato é normalmente utilizada uma mistura desses
dois compostos, sendo que estas concentra¢fes sdo muito variadas e, geralmente, utilizam-
se materiais disponiveis na regido (MACEDO et al., 2012).

A energia contida no substrato é proveniente principalmente dos
materiais nitrogenados e quanto maior seu nivel, mais baixa é a relacdo C/N e mais caro
fica o composto. Com isso, deve-se estudar as melhores condices e regido para cada
linhagem de fungo escolhido para cultivo. Ja foi possivel verificar cultivos de linhagens
iguais de fungo, produzidas em lugares diferentes, que ndo apresentaram 0 mesmo
resultado (MINHONI et al.,2011).

O efeito estimulatério no crescimento de P. ostreatus pela adigdo
de farelos em substratos foi relatada por Donini et al. (2005), contudo a variacdo de 10%
quanto de 20% de farelo de arroz favoreceu o crescimento do cogumelo de forma
semelhante. Os resultados mostraram que somente a adicdo de farelos de trigo e de soja

influenciaram de forma significativa no crescimento micelial de trés linhagens de P.
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ostreatus avaliadas, e o0s resultados mais expressivos deram-se nos substratos
suplementados com farelo de soja a 20% (DONINI et al., 2005).

O cogumelo Ganoderma lucidum € raramente encontrado na
natureza e por isso seu cultivo se fez necessario. O cultivo do mesmo, antes realizado em
troncos de arvores, hoje é feito em substrato a base de serragem. O sucesso do cultivo
depende de fatores ambientais (temperatura, umidade e oxigénio), composicéo do substrato

e linhagem do fungo propriamente dito (Tabela 4).

Tabela 4. Formulagdes de substratos a base de serragem, comumente utilizados para
cultivo de basidiomas de Ganoderma. Fonte: Chen, 2004

Substrato Serragem Farelos Suplementos CaCO; H,O Referéncias

(%) (%) (%) (%) (%)
1 80 18 Sacarose 1 1 67 Chen e Miles, 1996
2 80 20 - Um 70 Hseu, 1993
pouco
3 78 20 - 2 * Liuetal., 1990
4 75 25 - - * Lu e Chang, 1975
5 87 10 - 3 * Tong e Chen, 1990
6 93,5 5 MgSQO, 0,2 - * Triratana et al,
1991
7 serragem:lascas de madeira de carvalho (1: 1) Stamets, 2000

(2,2kg por saco com substrato umido )

lascas de madeira encharcadas e fermentadas em
melaco enriquecido acrescidas de agua (em 50mL de
melago sdo colocados 5 galBes de agua)

* guantidade adequada de agua, segundo os autores.

Na colonizacdo micelial de Ganoderma lucidum, a temperatura de
incubacdo ideal € entre 25°C e 32°C, sendo que o micélio chega a suportar extremos que
vao de 10°C a 38°C. O teor de umidade ideal do substrato de serragem é 65 - 70% e pH
entre 4,2 - 5,3, é considerado 6timo. O crescimento micelial ndo requer luminosidade, ja o
oxigénio € indispensavel para seu desenvolvimento, visto que G. lucidum é um aer6bio
estrito. Essa troca gasosa € feita pelo filtro contido no saco de cultivo. Na fase seguinte, de
formagdo de primordios, G. lucidum desenvolve a 20 - 34° C, com temperatura Otima
compreendida entre 27°C a 32°C. A umidade da sala deve ser elevada para cerca de 90%
durante a inducdo primordial e rebaixada para 70-80% na fase de formacdo do tampéo. Na
fase final de desenvolvimento do basidiomas, a umidade é reduzida ainda mais, por volta
de 30 - 40%. A respeito de iluminacdo, 50-450 lux sdo necessarios na formagdo de

primordios e no desenvolvimento do basidiomas (BOH et al., 2007).
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A temperatura de secagem dos cogumelos para armazenamento é
muito importante, pois 0s processos de oxidacdo sdo elevados quando submetidos a
temperaturas acima de 50°C, causando mudancas significativas na qualidade dos
basidiomas e, em especial, nos compostos bioativos, como por exemplo os flavonoides
(ELMASTAS et al., 2007).

Os processos de producdo de fungos comestiveis e medicinais
estardo sempre lincados a qualidade e durabilidade do produto final, havendo sempre a
necessidade de estudar métodos mais viaveis para cada linhagem do fungo adequando a
cada regido de cultivo. Este trabalho tem como objetivo produzir cogumelos G.lucidum em
substratos a base de serragem, analisar sua eficiéncia bioldgica e sua produtividade de
basidiocarpos, para sele¢do de uma linhagem mais produtiva, nas condic¢des de cultivo com

relacdo C/N baixo, em substrato esterilizado.

6.2 MATERIAIS E METODOS

O cultivo de G. lucidum foi realizado na Empresa Yuki Cogumelos,

situada na cidade de Aracoiaba da Serra - SP, no ano de 2013.
6.2.1 Linhagem, inoculacgéo e “semente”

As linhagens utilizadas, doadas por produtores e pesquisadores,
estavam armazenadas em tubos e placas de Petri, todas em meio BDA ou crescidas em
substrato de cultivo (Tabela 5). Para a multiplicagdo das linhagens, utilizou-se a
metodologia descrita por Minhoni et al. (2005). O meio de cultura utilizado foi batata
dextrose 4gar (BDA), esterilizado por calor imido a 121°C a 1 Kgf/cm?, durante 15
minutos. Apds resfriamento até cerca de 45°C - 50°C, 20mL do meio de cultura (BDA)
foram vertidos em placas de Petri (90 cm x 15 cm), em ambiente de camara de fluxo
laminar horizontal (MINHONI et al., 2011). Fez-se a transferéncia de pequenos fragmentos
de micélio das linhagens (contido em placas de Petri) para as placas de Petri agora
preparadas com meio BDA. Incubaram-se tais linhagens a 25°C, em ambiente escuro, até
que a coldnia ocupasse 2/3 da placa. As placas com melhor crescimento micelial foram

selecionadas para o preparo da “semente”.
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O substrato da “semente” foi constituido por 20 kg de serragem de
eucalipto (base seca) para 6 kg de farelos (trigo, milho e soja, na proporcéo de 1:1:1) e
0,682 kg de calcario calcitico com umidade calculada em 62%. As quantidades, em
percentagem, foram de: 75%, 22,5% e 2,5%, respectivamente. A esterilizacdo foi feita em
autoclave a 121°C e a 1,5 Kgf/cm?, durante 1 hora e 30 min. Apés esfriamento, foi

realizada a inoculagdo.

Tabela 5. Origem das linhagens de G. lucidum utilizadas.

Linhagem Origem (Cidade/UF) Veiculo

351 EMBRAPA Brasilia/DF @ Placas de Petri com BDA
1002 Produtor Florianépolis/SC Placas de Petri com BDA
0901 Produtor Tabodo da Serra/ SP @ Placas de Petri com BDA
0809 China/Fujian (“Juncao”) Tubo com meio BDA
339 EMBRAPA Brasilia/DF Placas de Petri com BDA

Saco de cultivo a base de
serragem esterilizada

202 EMBRAPA Brasilia/DF ¥ Placas de Petri com BDA

144 Empresa Funghi e Flora Valinhos/SP ©

1-EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia -CENARGEM, Brasilia, DF. 2-
Linhagem cedida por produtores 4-Fujian Agricultural University 5-Empresa Funghi
e Flora Valinhos, S&o Paulo.

Para tanto, um segmento de 1/4 (tipo “pizza”) de meio de cultura
BDA com micélio corrido de cada linhagem foi colocado na posi¢do invertida na
superficie (centro) do substrato em condi¢des assépticas (cAmara de fluxo laminar). As
sementes foram incubadas a temperatura de 25°C, em ambiente escuro durante 30 dias,
com inspec0es diarias para verificagdo de eventuais contaminantes.

A identificacdo da espécie Ganoderma lucidum. Se deu através de
chaves dicotdmicas da familia Ganodermataceae, da ordem Polyporales. Sdo fungos de
grupos de cogumelos diversos, decompositores de madeira e seus esporos sdo mantidos em
tubos. No qual uma caracteristica, € que a camada de tubo de um polyporales ndo é
facilmente removida com uma cama, a identificagcdo pode depender da reagdo em KOH e
caracteristicas microscopicas. Segundo Ryvarden (1991), a familia Ganodermataceae tem
esporos de coloracdo marrom-amarelada, esporos de parede dupla, enddsporos

ornamentada e amarelo castanho, liso e exoesporo hialino. Seus basidiomas podem ser
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anual a perene, com coloragdo variavel, amarelo, vermelho, marrom escuro ou preto.
Estipitado a pileado, velutina a glabra.

Geralmente ocorre a presenca de cuticula, que pode ser lacada e
brilhante, de coloracdo marrom-avermelhado ou opaca de coloracdo marrom-escuro. A
superficie dos poros em geral apresenta coloragdo creme, com tamanhos regulares de 4-7
mm, tubos estratificados, podendo ser de colorages variaveis, duplex ou apresentando
diversas bandas ou zonas.

Seu sistema hiféalico é di-trimitico, com hifas generativas com
ansas, geralemente hialinas, e de dificil visualizagdo em espécimes secas. Hifas conectivas
parede fina, de coloracdo hialina a amaelo. E hifas esqueléticas arboriformes ou néo,
geralmente com parede espessa de coloracdo amarelo a amarelo-escuro e de diametros
variaveis. Basidios com 04 esterigmas, basidiosporos ornamentados e truncados, de parede
dupla e de tamanhos varidveis. E para a identificacdo da espécime lucidum , a cor pode
variar de avermelhada a marrom, com basidiosporos elipsoide 10-12 x 6,5-8 um, com
pilocystidia clavada (alguns ramificadas, amiloide (coradas com KOH) e com parede

espessas (Figura 6) (Vieira et al, 2006).

Figura 6. Caracteristicas para identificacdo Ganoderma lucidum. Fonte: Ryvarden, 1991.
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6.2.2 Substrato de cultivo

O substrato de cultivo foi composto de 77,8% de serragem de
eucalipto peneirado em peneira com malha de 1,5cm x 1,50cm (material volumoso), 9,7%
de farelo de trigo, 9,7% de farelo de soja, 2,7% de CaCOs e agua (volume necessario para
obter 62% de umidade). As massas secas utilizadas foram de 34,66kg de serragem, 2,84kg
de farelo de trigo, 2,80kg de farelo de soja, 690g de CaCOg3 e 24,6L de agua (Tabela 6).

A escolha dos ingredientes deu-se em fungdo da disponibilidade
dos mesmos na regido do cultivo, especialmente no caso da serragem de eucalipto. As
massas dos ingredientes sdlidos foram calculadas com base na umidade de cada material
para se alcancar 62%, ao final da mistura do substrato Umido. A secagem dos materiais,

para calculo de umidade, foi realizada em estufa a 100°C.

Tabela 6. Formulacédo de substrato sélido para a producao de Ganoderma lucidum

. Umidade MassaUmida Massaseca Carbono  Nitrogénio
Formulacéo

(%) (ko) (kg) (kg) (ko)
Serragem 43 34,66 19,76 4,62 0,04
Farelo trigo 13 2,84 2,47 0,88 0,05
Farelo soja 12 2,80 2,47 0.41 0,07
CaCOg3 0 0,69 0 0 0

Relacdo C/N -38/1

Apos mistura e homogeneizacdo das massas em betoneira, fez-se a
adicdo de agua de modo parcial, sempre homogeneizando a mistura. A seguir, foram
dispostos 620g (massa imida) em sacos plasticos de polipropileno, espessura de 12 micras,
de 12 x 22cm (diametro e altura) contendo em sua porcéo superior central um filtro de

Tyvec® e sanfonado (Figura 7).
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Figura 7. Sacos com filtros de Tyvec nos sacos de cultivo.

Foram preparados 20 sacos (repeticfes) para cada linhagem. Na
sequéncia, fez-se um furo no centro da massa do substrato, utilizando um pistdo de metal
(diametro de aproximadamente 3,0 cm). Os sacos foram dispostos em caixas, com a boca
do saco dobradas e encostada no saco ao lado para a esterilizagdo (Figura 8). A
esterilizacdo foi feita em autoclave a temperatura de 121°C, pressdo de 1,5 kg/cm?, durante

1 hora e trinta minutos.

Figura 8. Posicdo dos sacos de cultivos em caixas, prontos para serem esterilizados.
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A seguir, os sacos contendo as “sementes” foram armazenados em
uma sala até seu resfriamento natural e, no dia seguinte, tais “sementes” foram inoculadas
em laboratdrio higienizado, em camara de fluxo laminar horizontal. Cada saco recebeu em
média 20g de inoculo (spwan). Por ultimo, a boca dos sacos foi dobrada e fixada com
grampo (Figura 9) (grampeador comum de escritdrio) e identificados com o nome da
linhagem e o nimero do saco (MINHONI et al., 2011).

Figura 9. Método utilizado para fechamento da boca dos sacos de cultivos, utilizando
grampos.

6.2.3 Incubacéo

Os sacos foram mantidos em salas de alvenaria (Figura 10) (piso,
parede e teto), com isolamento térmico parcial, ou seja, no teto e em uma das paredes, para
manutencgdo da temperatura em torno de 21°C (com variacdo de cerca de 2°C), auséncia de
luz, umidade relativa entre 60 - 70% e renovacdo de ar via exaustdo do ar interno por
exaustor instalado na base de uma das paredes da sala, na frequéncia de 10 min hora™.
Estas condicdes favoraveis a colonizacdo do substrato foi mantida até a emissdo dos
primordios, quando, entdo, as unidades amostrais foram abertas e transferidas a estufa de
producdo com umidade relativa aumentada.
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Figura 10. Disposic¢édo dos sacos de cultivo na sala de incubacéo.

6.2.4 Producgéo

Apbs 40 dias de incubacdo, abriu-se a boca dos sacos apds a
colonizagdo total do substrato. A seguir os sacos foram transferidos para uma estufa rustica
(Figura 11). Esta foi instalada na margem de um grupo de arboreas. O piso, de terra, foi
coberto com calcério calcitico.

A estrutura foi feita com arcos de ferro de construcdo e a cobertura
com sombrite 70% (na face interna) e lona transparente (na face externa). A dimensao foi
de 1,5m x 1,0m x 0,5m (comprimento x largura x altura). Os sacos foram dispostos ao
acaso em caixas plasticas na estufa e estas, no chdo da mesma. A umidade relativa da
estufa variou entre 70% a 90% e a temperatura entre 15°C e 37°C. O fotoperiodo natural

foi de 12 horas de luz e 12 horas de ambiente escuro.

Figura 11. Estufa rustica para producdo de Ganoderma lucidum.
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6.2.5 Colheita e armazenamento

A colheita foi feita quando os cogumelos atingiram a maturidade
(preferencialmente em forma de rim), limpos e pesados individualmente assim que
colhidos. A maturidade é definida quando desaparece a borda branca do basidioma. Os
cogumelos foram secos em estufa de circulacdo de ar 40 +5°C, até peso constante. A

seguir, os basidiomas foram dispostos em sacos de papel para analises subsequentes.

6.2.6 VVariaveis analisadas

A eficiéncia biologica é o indice mais utilizado para expressar 0
rendimento da biomassa fangica, o que facilita a comparacdo dos resultados com outros
autores (SALES-CAMPOS;ANDRADE,211).

As varidveis analisadas foram: eficiéncia biolégica (EB%) e

rendimento (R g Kg™).

Massa fresca dos basidiomas (g)
EB (%) = X 100
Massa seca do substrato (g)

O Rendimento é expressa pela massa fresca de basidiomas sobre a

massa fresca do composto, segundo formula:

Massa fresca dos basidiomas (g)

R(gkg™) =
Massa fresca do substrato (kg)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 7
tratamentos, linhagens de Ganoderma lucidum (351, 1002, 0901, 0809, 339, 144 e 202),
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cada qual com 20 repeticdes, onde a unidade experimental correspondeu a um saco com
620g de composto Umido.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o

programa estatistico SISVAR 4.2.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Certificagdo das linhagens

As caracteristicas das linhagens 351, 1002, 0901, 339 e 202 foram
avaliadas no Instituto de Botanica de S&o Paulo, pela Dra. Adriana Gugliota, a qual
certificou-as como sendo relativas ao G. lucidum.

A linhagen 144, por ndo ter produzido basidiomas, ndo foi avaliada
em termos de confirmacdo da espécie G. lucidum. A linhagem 0809 teve confirmacéo
como sendo G. lucidum, no Médulo de Cogumelos, com base em suas caracteristicas
morfolégicas (macro e microscopicas). Em seguida, estas linhagens foram armazenadas na
colecdo de Fungos do Herbario Maria Eneyda P. K. Fidalgo (SP) do Instituto de Botanica,
contendo o numero: SP 417436 (Figura 12).

INSTITU INSTITUTO de BOTANICA
Siao Paulo - Brasil SP 417436

GANODERMATACEAE

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.

Det.: A.M. Gugliotta.

Data: 18/1V/2012

BRASIL, SP, Municipio de Aragoiaba da Serra,
Cultivado na empresa Yuki Cogumelos.

Col.: S.R.F Vieira.

Data: [V/2012

Obs.: Linhagem fornecida por produtor de Tabodo da
Serra (SP), e cultivado em substrato a base de serragem
(70%) e farelo de trigo (20%).

Figura 12. Etiqueta do Herbario Maria Eneyda P. K. Fidalgo (SP).
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6.3.2 Dados da incubacéao (fase vegetativa)

Na Tabela 7, tém-se os periodos, em dias, de incubacdo das
linhagens nas placas de Petri e nos sacos de cultivo, além de formacgédo de primérdios e
producdo. As repicagens do fungo nas placas de Petri, em termos de velocidade
crescimento (mm/dia), variaram de uma repicagem a outra, contudo a qualidade e vigor da
placa, a olho nu, sempre refletiu a uma boa incubacdo. Com isso, é de extrema importancia
a manutencdo da linhagem nas placas de Petri para seu sucesso na producdo. O micélio das

linhagens 144 e 202 eram irregulares e com aparéncia “rala” (Figura 13).

Tabela 7. Duracdo de fases de cultivo do Ganoderma lucidum.

Placas de Petri Sacos de cultivo
Linhagem Incubacao (25°C) Incubacéo (21+2°C) Producao (15 a 37°C)
-------------------------------------- Dias----

351 7 28-30 25-30

339 7 28-30 25-30

0901 7 28-30 25-30

1002 7 28-30 30-35

202 13 40 -

144 10 28-30 -

0809 9 28-30 25-30

Ao final de 30 dias de incubagdo, todas as linhagens ja haviam
ocupado todo o substrato e também ja apresentavam diferenciacdo no micélio superior do
saco, ou seja, na regido mais oxigenada (por estar mais proximo ao filtro de trocas gasosas)
e de inicio de desenvolvimento micelial (Figura 14). A linhagem 202 é a excecdo, pois
mesmo com 40 dias de incubagdo, ainda ndo havia colonizado totalmente o substrato e
tampouco apresentado diferenciagdo miceliana para frutificacdo (Figura 15). Esta
diferenciacdo miceliana foi normalmente observada como uma massa estromaética

contendo primordios.
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Figura 13. Crescimento micelial das linhagens de Ganoderma lucidum em placas de Petri.
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Figura 14. Formacéo de primdrdios nos sacos de cultivo do Ganoderma lucidum.

Segundo Boh et al. (2007), a formacéao de primdrdios inicia-se ap6s
50 - 60 dias de incubagdo, com exposi¢do a luz e com o ao aumento de oxigénacédo na sala.
No presente trabalho, periodo longo para a formacéo de primérdios foi também observado

somente para linhagem 202..

Figura 15. Corrida micelial com 25 dias de incubacdo das linhagens de Ganoderma
lucidum. A: linhagem 351, B: Linhagem 1002, C: linhagem 0902, D: linhagem 339, E:
linhagem 202, F: linhagem 144 e G: linhagem 0809.
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Ap0s a abertura da boca dos sacos, aos 40 dias de incubacdo, os
primdrdios da maioria das linhagens desenvolveram-se para basidiomas. Contudo, para a
linhagem 144, o estroma alto até entdo formado ndo se modificou para basidiomas. Para a
linhagem 202, até entdo sem estroma, também ndo houve producdo de primordios. Em
seguida, os blocos destas duas linhagens foram perdendo agua gradativamente, adquiriram
odor acético e contaminagdes por bolores verdes

6.3.3. Dados do cultivo

A colheita de basidiomas foi semanal, durante um periodo de 35
dias. Na Figura 16, ttm-se dados médios de EB (%) obtidos com as linhagens 351, 1002,
0901, 0809 e 339 de G. lucidum, ou seja, 15,00%, 13,10%, 11,77%, 11,29% e 10,87%,
respectivamente. Embora as linhagens ndo tenham diferido entre si, foi notoria a

proeminéncia da linhagem 351 e 1002 em relacdo as demais.

o 16 - A
° AB
- 14 -
B
= 12 B B
B0
Q<
S 10
= 3 -
o
o B -
=
a 4 -
=
LU 2.7
o T T
351 1002 0901 0809 339

Linhagens

Figura 16. Dados médios, originais, de Eficiéncia Bioldgica das linhagens de Ganoderma
lucidum. Barras com letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%) CV(%)=20,43
DMS=2,60.

Os dados de rendimento estdo plotados na figura 17. O rendimento
das linhagens 351, 1002, 0901, 0809 e 339 obedeceram 0 mesmo padrdo estatistico obtido
na EB; os valores de rendimento foram 5,95g/kg, 4,980/kg, 4,31g/kg, 4,29g/kg e 4,18g/kg,
respectivamente. Em termos de massa fresca de basidiomas produzida por estas linhagens,
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no substrato com 620g, das médias foram de 35,339, 30,879, 27,779, 26,609 e 25,609,

respectivamente.
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Linhagens

Figura 17. Dados médios, originais, do Rendimento basidiomas em termos de massa de
Ganoderma lucidum. CV(%) = 20,35 DMS = 0,98. Letras mailsculas comparam
resultados em cada coluna ao teste Tukey < 0,05.

O rendimento produzido neste trabalho é inferior aos apresentados
por Stamets (2001). Este autor obteve rendimento médio de 125 - 200g de cogumelos
frescos para 2,2kg - 2,3kg de substrato imido. No presente trabalho, o rendimento foi
estimado para 2,2kg de substrato umido, obtido rendimento de 125,369, 106,459, 98,53¢,
94,389 e 90,83¢, para as linhagens 351, 1002, 0901, 0809 e 339 respectivamente.

As linhagens que cresceram mais rapidamente (Tabela 7), nas
placas, ou seja, em 7 e 9 dias, produziram basidiomas. As linhagens que conseguiram
desenvolver basidiomas apresentavam-se, na maioria, retorcidos (Figura 18). E no final das
colheitas, o substrato apresentou-se com caracteristicas “prensada”, leve e sem
contaminacdes (Figura 19). Por outro lado, as linhagens que apresentaram um micélio mais
fraco, “ralo” e disforme nas placas de Petri, ou seja, a linhagem 144 e 202, ndo produziram
basidiomas. Embora a linhagem 144 tenha colonizado o substrato de cultivo
normalemente, formou-se um estroma ao invés de primdrdios. Para a linhagem 202, a
colonizacdo foi muito fraca e também, ndo houve formacao de primérdios. Apos a abertura
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dos sacos para a frutificacdo, houve contaminacGes por fungos de coloragéo verde para
estas duas Ultimas linhagens.

Rolim et al., (2007), comparando linhagens chinesas com linhagens
brasileiras, tambem observou diferencas entre as mesmas, sendo uma das linhagens
brasileiras a mais produtiva (massa e/ou compostos de interesse) nas condi¢Ges do cultivo
utilizadas. Este fato, muito comum, é um reflexo das caracteristicas das linhagens e das

condicdes de cultivo (substrato e ambiente).

Figura 18. Formatos dos cogumelos produzidos das linahegns de Ganoderma lucidum.
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- |
Figura 19. Substrato exaurido de cultivo de basidiomas de Ganoderma lucidum, com
caracteristica “prensada” e leve.

6.4 CONCLUSAO

N&o houve diferencial estatistico entre a eficiéncia bioldgica e
rendimento entre as linhagens 351, 1002, 0901, 0809 e 339.

O substrato com baixo relagdo carbono nitrogénio (CN 38:1), a
base de serragem, suplementada com farelos de trigo e soja foi adequada a producdo de
basidiomas das linhagens 351, 339, 1002, 0901 e 0809.
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7. CAPITULO 2. QUANTIFICACAO DE B-GLUCANAS E FENOLICOS TOTAIS
EM CORPOS DE FRUTIFICACAO DE LINHAGENS Ganoderma lucidum
PRODUZIDAS EM SUBSTRATO SOLIDO

7.1 INTRODUCAO

Alguns compostos produzidos por fungos basidiomicetos séo,
reconhecidamente antitumorais, desempenhando papel importante tanto na profilaxia como
no tratamento dessas doencas. O mecanismo de acdo € baseado, principalmente, na
imunomodulacao e ativacdo do sistema imunoldgico.

Os polissacarideos presentes em cogumelos medicinais sdo
substancias modificadoras da resposta biolégica (MRB), as quais auxiliam o
organismo humano a se adaptar a situacdes de estresse, exercendo, assim, atividade
inespecifica sobre o0s diversos sistemas corporais, promovendo homeostase
(WASSER, 2005).

Estudos  tém demonstrado  que  ©0s polissacarideos
imunomoduladores mais ativos sdo as glucanas sollveis em agua. As que ocorrem em
fungos e s@o mais estudadas sdo as dos tipos B,D (1-3), (1-6). As glucanas B,D (1-3), (1-6)
tém estrutura helicoidal. Sua cadeia principal é formada por moléculas de PB,D glucanas
unidas entre si por ligagdes (1-3). Cada molécula de B glucose possui, unida & ela por

ligacGes (1-6), de 1 a 15 ramificagoes.
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Pesquisas com substancias extraidas de cogumelos, em especial
polissacarideos do grupo das B-glucanas, ttm mostrado ac¢do bioldgica sobre uma série de
processos biologicos (WASSER, 2005). O efeito antitumoral das p-glucanas ndo ocorre de
forma direta sobre a célula neoplasica. A sua agdo é atribuida a modulacdo da resposta
imunolégica, envolvendo ativacdo de células imunocompetentes, como macrofagos,
células T e células dentriticas (LEE et al., 2003).

Os cogumelos, além de obter as macromoléculas como metabolicos
primarios (fibras, proteinas, carboidratos) também acumulam uma variedade de
metabdlitos secundarios, como os compostos fendlicos, terpenos, policetideos, esteroides,
entre outros. Alguns destes compostos secundarios sdo também reconhecidos, através de
pesquisa, como portadores de efeitos medicinais e funcionais.(MIZUNO, 2002)

Compostos fendlicos agem como antioxidantes, ndo somente por
sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento,
particularmente de lipidios. O acumulo destes compostos também sdo dependentes do
manejo, processamento, maturidade do fungo, periodo da colheita (SOARES, 2007).

O doseamento desses compostos nos cogumelos ainda tem grande
discussdo em realizar pesquisas para se padronizar métodos faceis, viaveis e confiaveis.
Tendo ainda a necessidade de especificar e avaliar esses métodos nas diferentes espécies
de cogumelos disponiveis no mercado.

O objetivo do presente trabalho é quantificar as B-glucanas, em
diferentes linhagens produzidas com as mesmas variagdes abioticas e nutricionais; E
quantificar a concentracdo de fendlicos totais nos basidiomas das diferentes linhagens

produzidas em substrato sélido.
7.2 MATERIAIS E METODOS

As linhagens utilizadas foram as mesmas produzidas no capitulo
anterior, com condi¢Ges de cultivo e climticos idénticos. Sendo elas: 351, 1002,

0901,0809 e 339.

7.2.1 Quantificacio de p-glucanas
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A metodologia foi testada e aprimorada no Instituto de Biociéncias
IBB-Unesp sob a supervisdo do prof. Dr. Fernando Broetto e as andlises subsequentes
foram realizadas nos laboratorios da UNISO (Universidade de Sorocaba-SP). As enzimas
utilizadas neste trabalho foram doadas pela empresa NOVOZYMES Ltda.

A metodologia utilizada foi descrita originalmente por Prosky et al.
(1988) e modificada pela "Foundation of Japanese Food Analysis Center", como Park et al.
(2003) descreve (Figura 20 e 21). Algumas adaptacdes foram realizadas e descritas ao
longo da metodologia. Para a determinagdao de B-glucanas extraidas da fibtra insoluvel,
foram utilizadas trés repeti¢des/tratamento.

Aliquotas de 1g das amostras das linhagens 351, 1002, 339, 0901 e
0809 de G. lucidum desidratadas, liofilizadas e trituradas com gelo seco em cadinho foram
acondicionadas em frascos de Erlenmeyer (500mL) com 50mL de solucdo tampéo fosfato
80mM e pH 6,0. Em seguida, adicionou-se 0,1mL de a-amilase termostavel Termamyl
120L (Novo Nordisk) e incubou-se por 30min em banho-maria em ebulicdo. Apds,
adicionou-se 0,1mL de protease neutra bacteriana (Novo Nordisk), e o pH foi ajustado para
7,5 através da adicdo de NaOH 25mM e incubou-se novamente por 30 min a 60°C. E
inseriu-se 0,3mL de amiloglicosidase AMG 200L (Novo Nordisk), ajustou-se o pH para
4,0-4,5 com HCI 75mM e incubou-se por 30 min a 60°C.

Apoés os tratamentos enziméticos foram adicionados 200mL de
solucdo 95% de alcool etilico e incubou-se a 60°C durante 60 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 20000g por 10 minutos, para a separacdo das fibras
soliveis em alcool (precipitado) das fibras insollveis (sobrenadante). Os precipitados
foram lavados com solucéo de alcool etilico e acetona (4:1) (MANZI; PIZZOFERRATO,
2000).

O procedimento de lavagem dos precipitados foi repetido 3 vezes.
Apo0s evaporagdo parcial da solugéo, etanol acetona, adicionou-se a ela 10mL de solugéo
de H2SO4 a 72% e incubou-se a 20°C, durante 4 horas, para hidrolise das fibras,
compostas basicamente por B-glucanas. Em seguida, foram adicionados 140mL de &gua
destilada e incubou-se em banho-maria em ebuli¢cdo durante 2horas. Apés este periodo, o
pH foi ajustado para proximo de 6,0, utilizando NaOH 5M e completou-se o volume, com
agua destilada ate 300mL.

Em seguida, as amostras foram filtradas em fibra de vidro e a

guantidade de glicose foi determinada por método enzimatico utilizando-se 4-
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aminofenazona (0,025 mol/L), fenol (0,055 mol/L), glicose oxidase (1 U/mL) e peroxidase
(0,15 U/mL) (LaborLab Ltda., Guarulhos/SP). A concentragcdo de B-glucana (g/100g),
presente nos cogumelos (base seca), foi calculada através da equagéo:

B-glucana (g/100g) = Glicose (g/100g) x 0,9

Toledo (2013) descreveu em seu trabalho as transformagdes dos
dados necessérias, para se chegar a quantificacdo da B-glucana em g/100g de cogumelo

Seco.

1g de cogumelo (desidratado, liofilizado, picado e triturado em gelo seco)
Tampao :osfato 80mM
a-amilase, «:t)uli(;éo, 30min.
Protease neutra bacteriana, GO:C, 60min., pH 7,5 (N,OH 25mM)
Amiloglicosidase, 60°C, 6§min., pH4/4,5 (HCL 75 mM)

Alcool etilico 95°C, 60°C, 60min.
v
Centrifugacdo a 20000g, 10min.

Solugéo élcool/acetona 80%, 3 lavagens
Solucéo 72% I*-|ZSO4, 20°C, 4h
H.O destilad;, ebulicdo, 2h
pH 6 (N:OH 5M)

v
Volume final ajustado para 300ml

v
Filtrado em fibra de vidro
v
Quantificacao de glicose

Figura 20. Fluxograma do método enzimatico, para quantifica¢do de -glucanas.



49

Figura 21. llustragdo do método enzimatico, para quantificagdo de B-glucanas A:
cogumelo desidratado, B: cogumelo picado e armazenado em tubos falcon com 1g cada,
condicionados em gelo seco, C:cogumelo triturado com gelo seco, D: correcdo do pH, E:
solucBes incubando, F: centrifuga, G: tubos falcon com precipitado, H: kit enzimatico para

quantificacdo de glucose e I: espectrofotdmetro.

7.2.2 Quantificacdo de fendlicos totais

Os fendlicos totais foram analisados através do método de Folin-
Ciocalteau (Figura 22). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido
clorogénico por mL (mg Eg. Ac. clorogénico/mL) (SWAIN; HILLIS, 1959). Os

procedimentos metodoldgicos sdo descritos a seguir.

7.2.2.1 Extrato bruto de compostos fenolicos em cogumelos

Foram pesados 2g de basidiomas triturado, em moinho de facas,
cada linhagem (351, 1002, 339, 0901 e 202) de G. lucidum, e acondicionadas em bal&o
volumeétrico de 50 mL. Em cada baldo foi adicionado 50mL de &lcool etilico a 70%, e
incubou-se por lhora. Em seguida, os balGes foram incubados por 10 minutos em

ultrassom e deixou-se decantar. O sobrenadante de cada baldo foi parcialmente filtrado,
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para outro baldo de 100mL, usando-se filtro de fibra de vidro. Para filtrar o sobrenadante, o
baldo foi cuidadosamente manipulado para ndo resuspender o precipitado. A seguir,
adicionou-se novamente, alcool etilico (70%) no precipitado e incubou-se por 30 minutos.
Em seguida, incubou-se por 10 minutos no ultrassom e filtrou-se o sobrenadante da mesma
maneira descrito acima. Este ultimo procedimento foi realizado mais uma vez, contudo
neste, toda a solucdo (precipitado + sobrenadante) foi filtrada. Finalmente, no baldo
contendo o filtrado acumulado, completou-se o volume, com alcool etilico a 70%, para

100mL. A solucéo foi armazenada em congelador para andlise posterior.

7.2.2.2 Curva de calibracdo de &cido galico

Foram pesados 50 mg de &cido galico, colocado em um baléo
volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua destilada (SOLUCAO 1 = 0,5
mg/mL= 500ug/mL). Desta solucdo mée foi preparada uma bateria de diluices, feitas em
triplicata. Foram retirados os respectivos volumes 0,5mL, 1mL, 2mL, 3mL, 4mL e 5mL,
quantitativamente, para balGes volumétricos de 25 mL. Adicionou-se 1 mL do reagente
fosfomolibdico-tungstico (reagente de Folin; reagente de complexacao) e completou-se o
volume para 25 mL com solucdo aquosa de carbonato de sodio 15% m/v. A leitura da
curva foi feita a 760 nm ap6s 30 minutos de incubacdo. O branco foi solucdo de carbonato
de sddio 15%.

7.2.2.3. Leitura em espectrofotdmetro

Um dia antes da quantificacéo, foi feita a solucdo de carbonato de
sodio para sua total homogeneizacdo, pois o0 material pode apresentar turbidez
inicialmente. Para a solugdo de Na2CO3 a 15%, foram pesados 150g de Na2CO3 e
diluidos em 1000mL de agua destilada, em um Becker de 1L. Foram pipetados 2mL do
extrato bruto (em etanol 70%) em um baldo volumétrico de 10mL e completou seu volume
com agua purificada (Milig). Em triplicata, foram transferidas aliquotas de 2mL da
diluicdo para baldes volumétricos de 25mL. Adicionou-se 1,0 mL de reagente de Folin e
completou-se com solugdo de carbonato de sodio a 15% m/v. Incubou-se durante 30
minutos e realizou-se a leitura em espectrofotémetro (Shimadzu, modelo Multi spec- 1501)
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num comprimento de onda de 760nm, utilizando a solu¢do de carbonato de sédio 15%

como branco.

Figura 22. llustracdo do método Folin-Ciocalteau, para quantificacdo de compostos
fenolicos. A: vidraria e reagentes, B: extrato bruto, C: reacdo, D: coloracéo final da reacéo.

7.2.4 Quantificacdo de proteinas no Ganoderma lucidum

Para a quantificacdo de proteinas foi utilizado o método de Lowry,
em equivalentes de SAB/mL (Soro Albumina Bovina) (LOWRY, 1951). Esta andlise foi
realizada na Universidade Nove de Julho (UNINOVE-SP), pela Profa. Dra. Erna Bach.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR 4.2

7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de concentragdo de [-glucanas, fenolicos totais e
proteinas estdo apresentados na Tabela 8. A concentracdo de b-glucanas (nas fibras
insollveis) variou com as linhagens. Os valores foram de: 10,46; 9,73; 8,80; 8,46 e 4,66
0/100g de cogumelos seco para as linhagens 1002, 0809, 339, 351 e 0901 de G. lucidum,

respectivamente.
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Tabela 8. Resultados dos doseamentos de B-glucanas, compostos fenolicos e proteinas.

B-glucanas Fendlicos Proteinas
Linhagem  (g/100g de cog seco) (mg/1gde cogseco) (mg/1g de cog seco)

1002 10,46 A 0,300 A 0,766 A

0809 9,73B 0,300 A 0,738 B

339 8,80C 0,208 B 0,556 D

351 8,46 C 0,240 B 0,601C

0901 4,66 D 0,224 8B 0,7118B
CV,% 3,02 4,04 1,40

DMS 0,62 0,29 0,02

Para cada coluna, médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

Manzi e Pizzoferrato (2000) também verificaram variacbes na
concentragdo de B-glucanas entre linhagens de Pleurotus ostreatus e de Pleurotus eringui.
Para o P. ostreatus, as concentragdes de B-glucanas foram de 0,24, 0,29 e 0,38g/100g de
cogumelo seco), para linhagens SMR 127, SMR 138 e SMR 125, respectivamente. Para as
linhagens de P. eringui as concentragdes de B-glucanas foram de 0,22, 0,29 e 0,38 g/100g
de cogumelo seco para as linhagens SMR 172, SMR 173 e SMR 133, respectivamente. Os
valores oservados por estes autores sdo inferiores aos observados no presente trabalho, em
funcdo da espécie e isolado fungico bem como da metodologia utilizada. Os autores
verificaram concentracdo de b-glucanas nas fibras sollveis, naturalmente com menor
destes compostos; no presente trabalho observaram-se as b-glucanas nas fbras insollveis,
naturalmente com maior concentragdo destes compostos.

Eira (2003), num anico cultivo de Agaricus blazei e com apenas
um isolado deste, observou variagdo na concentragdo de [B-glucanas por método
enzimatico, ou seja, de 3,90 a 6,79g/100g de cogumelo seco. O autor justificou este fato
em funcéo de variagdes fisicas, quimicas e biologicas naturalmente existente no sistemas
de producéo (substrato, ambiente, etc). Esta variacdo também é observada na concentragédo
de glucanas nos cereais (PROSKY, 1988).

Park (2003), analisando a concentracdo de b-glucana em A. blazei,
observou diferencas em fungdo do ambiente de cultivo, ou seja, estufa e campo. A
concentracéo de b-glucana foi maior nos cogumelos produzidos em campo (10,1g/100g de
cogumelo seco) em relagédo aos basidiomas produzidos em estufa (8,49/100g de cogumelos
seco). Desta forma, e concordando com Zied (2011), é de fundamental importancia a

escolha da linhagem, bem como o método de cultivo.
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Toledo et al. (2013) também descreveram variagbes na
concentracdo de b-glucanas em cogumelos, em funcdo da espécie, linhagem e método
utilizado (Tabela 9).

Tabela 9. Concentragcdo de pB-glucanas (g/100g de cogumelo seco) de cogumelos
comestiveis e medicinais por método HPLC e método enzimatico (fibras insoluveis).
Fonte: TOLEDO, 2013

Método de quantificacédo

Linhagem HPLC Enzimatico
Lentinula edodes 8,12 9,00
Pleurotus ostreatus 8,92 9,63
Pleurotus eryngii 6,00 6,72
Pleurotus sajor-caju 4,87 7,03
Agaricus subrufescens CS10 5,75 6,03
Agaricus subrufescens CS7 4,20 5,00
Agaricus subrufescens CS9 4,00 4,27
Agaricus subrufescens CS5 3,84 4,10
Agaricus subrufescens CS2 3,05 3,26
Agaricus subrufescens CS1 2,70 2,11
Agaricus bisporus 2,99 3,36

Com relacdo as concentracdes de fendlicos totais e proteinas,
também se observaram diferencas entre as linhagens (Tabela 8). As linhagens que
apresentaram maior concentracdo de b-glucanas, 1002 e 0809, também apresentaram maior
concentracdo de fenolicos totais e proteinas.

Ressalte-se também que a linhagem 1002 foi a mais produtiva,
contudo, nem sempre hd uma relcdo direta entre produtividade e concentracdo de
compostos na massa produzida. Este fato pode ser observado, por exemplo, para a
linhagem 351 que, embora tenha sido também de maior producdo de basidiomas,
apresentou concentragcdes baixas de b-glucanas, fenélicos totais e proteinas.

7.4. CONCLUSOES

O fator linhagem interfere com a concentracdo de b-glucanas,
fenolicos totais e proteinas nos basidiomas.
Relacdo direta entre concentracdes de b-glucanas, fenolicos totais e

proteinas nos cogumelos, ndo € uma constante.
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A linhagem 1002 foi a que apresentou maior concentragéo de b-
glucanas, fendlicos totais e proteinas nos basidiomas.
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