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RESUMO

O corpo de frutificação do basideomiceto Ganoderma lucidum é utilizado no Oriente há
mais de 2000 anos para o tratamento de diversas doenças. Há atualmente um grande
interesse no desenvolvimento da fermentação submersa para a produção de micélio e
produtos bioativos como polissacarideos e terpenóides. Este trabalho mostra que alterações
morfológicas presenciadas durante a fermentação submersa ocorrem de forma simultânea à
alteraçõesfisiológicas. Após 15 dias de cultivo ocorre a fragmentação dos pellets e é somente
então que a glucose do meio passa a ser consumida. A produção ou liberação de
polissacarídeos extracelulares parece ser influenciada por estas alterações, pois a sua
presença no caldo aumenta de forma proporcional à biomassa somente após o 15º dia de
fermentação. O melhor entendimento sobre a influência de fatores morfológicos e fisiológicos
na produção de polissacarideos poderá ser uma ferramenta útil para o desenvolvimento de
processos em larga escala.

INTRODUÇÃO

Ganoderina lucidum (Leyss.: Fr.) Karst é um basidiomiceto pertencente à família
Polyporiaceae, também conhecido como “Ling zhi” na China e “Reishi” no Japão. Este
cogumelo tem sido amplamente usado pela medicina tradicional no Oriente por mais de 2000
anos. O primeiro relato deste fungo data da época do primeiro imperador da China, Shih-
huang da Dinastia Ch'in (221-227 a.C.) (Stamets, 1993).
Ainda hoje o corpo de frutificação de G. lucidum é um remédio popular usado no tratamento

de doenças como hepatopatia, hepatite crônica, nefrite, hipertensão, hiperlipidemia, artrite,
neurastenia, insônia, asma, bronquite, úlcera gástrica, arteriosclerose, leucopenia, diabetes,
anorexia (Jong e Birminghan, 1992) e câncer (Stamets, 1993; Mizuno et al., 1995). Tão
amplo uso popular levou à pesquisa e à descoberta de várias substâncias com atividade
biológica. Dentre estas destacam-se as frações polissacarídicas contendo B-D-glucanas-(1>3),
que podem ser ramificadas, O-substituídas, por outras unidades de glucose no C-6 da cadeia
principal do polissacarídeo, as quais demonstram alta atividade antitumoral (Sone e Misaki,
1985) e terpenóides com atividade citotóxica (Lin, 1991) (Mizuno, 1995).
Embora polissacarídeos com atividade biológica tenham sido encontrados tanto no corpo de

frutificação como no micélio (Mizuno et al., 1999); (Jong e Birminghan, 1992), a maioria dos
produtos de G. lucidum disponíveis no mercado derivam do corpo de frutificação. Desta
forma, há um recente interesse na produção de micélio e polissacarídeos deste fungo através
de técnicas de fermentação submersa (Yang e Liau, 1998a, 1998b); (Lee et al., 1999); (Yang
et al., 2000); (Fang et al., 2002); (Fang e Zhong, 20022, 2002b, 2002c); (Tang e Zhong,
20024, 2002b, 2003); (Kim et al., 2002). A produção de micélio e polissacarídeos por
fermentação submersa tem se tomado uma alternativa importante devido ao fato de que



em tubo Eppendorf a -18 ºC para posterior determinação da concentração de glucose no meio
pelo método da glucose oxidase. Para tanto utilizou-se o kit de diagnóstico da DiaSys
Diagnostic Systems GMBH&C0o.KG— Alemanha e espectrofotômetro Femto? 700 Plus.
O filtrado do caldo de fermentação e daágua de lavagem de todas as frações de biomassa

foi reunido e seu volume reduzido a cerca de 50 mL. em rotaevaporador. As frações
polissacarídicas extracelulares foram obtidas por precipitação ao se adicionar a amostra a 3

volumes de etanol 96º GL. O precipitado obtido na forma de fibras, o qual foi enrolado em
bastão de vidro, enxaguado com cerca de 100 mL de etanol 96º GL, redissolvido em água
destilada, liofilizado e seu conteúdo de carboidratos quantificado pelo método do fenot
sulfúrico (Dubois, 1956).

RESULTADOS

A Figura 1 mostra a curva de crescimento de G. Iucidum durante 19 dias de cultivo. Após uma
fase lag de 5 dias observou-se uma fase de crescimento rápido, a qual ajustou-se bem à
equação logística. O ajuste resultou uma constante da velocidade específica de crescimento de
0,4 g/g/dia e uma biomassa máxima de 13,0 g/L. Apesar de a fase estacionária não ter sido
atingida, esta fase teve início por volta de 19º dia em repetições deste experimento (dados não
mostrados). Neste dia o rendimento de biomassa foi de 12,4 + 1,3 g/L, muito próximo ao
valor máximo teórico calculado.
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Figura 1 — Curva de crescimento e consumo de glucose ao longo da fermentação

A distribuição das frações de biomassa ao longo da fermentação pode ser vista na Figura 2.
Até o 13º dia observou-se um aumento gradativo de biomassa na fração grande, chegando a
representar 54 % da biomassa total neste dia. Além disso, o diâmetro dos pellets também
aumentou dia após dia. A Figura 3 mostra as alterações que ocorrem na superfície dos pellets
entre o 7º e 13º dia de fermentação. A partir do 7º dia notou-se o surgimento de algumas hifas
mais longas que a maioria, crescendo em direção oposta ao centro do pellet. Estas hifas longas
ramificaram-se originando prolongamentos de micélio que podiam ser vistos a olho nu a partir
do 9º dia. Por volta do 13º dia a rigidez dos pellets havia diminuído bastante e os
prolongamentos de micélio em sua superfície apresentavam um tamanho maior que o
observado até o momento. Além disso, alguns destes prolongamentos haviam se desprendido
dos pellets, encontrando-se dispersos no meio (Figura 4). A partir do 13º dia ocorre uma
intensa fragmentação dos pellets. Os fragmentos se desenvolveram e ao final da fermentação
apresentavam-se como novos pellets em formato de grão de arroz. Como visto na Figura 2,
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Figura 5 — Produção de polissacarídeos extracelulares e relação polissacarideos/biomassa ao
longo da fermentação

DISCUSSÃO

É possível afirmar que nas primeiras fases de crescimento o fungo prefere utilizar outras
fontes de carbono presentes no meio que não a glucose. Esta afirmação se deve ao fato que na
Figura 1 pode-se observar que até o 13º dia ocorreu crescimento do fungo sem ter havido
consumo de glucose do meio. O motivo pelo qual a glucose não é empregada desde o início
da fermentação ainda é desconhecido, entretanto, uma vez que este açúcar passou a ser
consumido o fungo sofreu uma drásticas alteração morfológica, o que leva a crer que o
metabolismo de carboidratos pode estar envolvido com o processo de fragmentação dos
pellets. Entretanto, ainda não se pode dizer com clareza se a utilização da glucose é uma
resposta à nova morfologia adotada, ou se as alterações no metabolismo da glucose,
influenciadas por outros fatores, foram as responsáveis pela mudança de morfologia. O fato
de o consumo da glucose ocorrer somente após a liberação dos prolongamentos de micélio
para o meio e não de forma simultânea ao seu surgimento na superfície dos pellets faz com
que a primeira hipótese seja a mais provável de ser a verdadeira.

Não há relato na literatura sobre esta alteração fisiológica. Isto se deve provavelmente
porque a maioria dos pesquisadores utiliza pré-culturas líquidas como inóculo e o consumo de
glucose nestas culturas não é monitorado. Provavelmente a fragmentação dos pellets já deve
ter ocorrido quando a pré-cultura é usada e nesta fase os novos pellets já utilizam a glucose
normalmente.
A grande quantidade de micélio que cresce aderido à parede interna do frasco também não é

citada nos trabalhos com fermentação submersa de G. lucidum tanto em frascos como em
biorreatores (Yang e Liau, 1998a, 1998b; Lee et al., 1999; Yang er al., 2000; Fang et al.,
2002; Fang e Zhong, 2002a, 2002b, 2002c; Tang e Zhong, 20024, 2002b, 2003; Kim et al.,
2002). Isto talvez se deve a uma característica peculiar da cepa referida neste trabalho ou
porque os demais autores simplesmente ignoraram esta característica. A adesão de micélio à
superfícies sólidas pode ser prejudicial para o desenvolvimento de fermentações em
biorreatores devido ao acúmulo de micélio nas hélices e sensores. Por outro lado esta
característica pode indicar que este fungo prefere se desenvolver sobre suportes sólido que
dêem sustentação para as hifas. Esta sugestão é também apoiada pelos experimentos de Yang
et al. (2000) que demonstraram, ao introduzir esponjas de poliuretano no meio de cultivo sob
agitação, que todo o micélio se aderiu às esponjas e o crescimento sobre este suporte foi maior
que o observado em suspensão.
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