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“O mundo ndo descrito dos
fungos pode ser visualizado como
um recurso potencial massivo que

espera ser compreendido.”

Hawksworth (1991)
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RESUMO

O desenvolvimento in vitro do fungo Ganoderma austfale estirpe MIP G
98012'cultivado em agar e caldo de batata foi avaliado, empregando a glicose
como principal fonAte» de carbono no caldo de batata. Para avaliar a influéncia do
pH e da concentragdo inicial de glicose a uma temperatura_ fixa sobre. a
produgdo de biomassa, um planejamento experimental e analise de superficie
de respostas foi realizado. A semeadura da cepa foi em agar batata dextrose
e distribuida em placas de Petry, para seu crescimento. Posteriormente, uma
fracdo do micélio obtido no meio sdlido foi transferida para o cultivo em caldo
de batata, contendo glicose nas concentragdes de 10, 20 e 30 g/L e em pHs
de 5,0; 6,5 e 8,0. Apé6s o periodo de incubacao de dez dias a 25°C em estufa
de B.0.D. a cultura foi agitada e transferida para por¢des menores do mesmo
meio e incubadas em banho-maria sob agitacdo. As melhores condigbes de
crescimento em temperatura de 25°C foram obtidas no pH 5,0 e concentracdo
inicial de glicose (30 g/L), onde a produgdo de biomassa seca atingiu 7,1g/L
apds quinze dias de incubagéo em shaker. Foi realizado um novo ensaio a
partir das condigdes de melhor desenvolvimento do fungo, a fim de efetuar o
monitoramento da concen’i?égéo de glicose e produgéo de biomassa no periodo
de um més. A partir desses dados estabeleceu-se a cinética de crescimento
desse organismo. A velocidade de crescimento do fungo apresentou um valor
constante e, portanto, a velocidade de crescimento especifica foi inverséméhte
proporcional & concentragdo do organismo. Experimentos em frascos agitados
aumentaram a velocidade de crescimento de 0,3441 para 0,4561g.dia™.L-1,
mostrando que o oxigénio pode ser um dos fatores limitantes de crescimento.

¢
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ABSTRACT

The development “in vitro” of the Ganoderma australe race MIP GS8012
cultivated in agar — agar and potato extract was evaluated, using glucose as the
main soufce of carbon in potato extract. To evaluate the pH influence and
- glucose initial concentration in a fixed temperature over the biomass production, -
an experimental planning and response surface analysis was done. The race
cultivation was done in agar - agar potato dextrose and distributed in Petry
plates with for its growth. Lately, a micellyum portion from the solid part was
transfered to the cuiture of potato extract with glucose at concentrations of 10,
20 and 30 g/l and pH of 5,0; 6,5 and 8,0. After an incubation period of ten days
into 25°C in B.O.D. oven the culture was agitated and transfered in lower
portions of the same environment and incubated in shaker. The best growth
conditions, at temperature of 25°C, were obtained at pH 5,0 and glucose initial
concentration of 30 g/l; where the dried biomass production was about 7.1g/L
after an incubation of 15 days in shaker. A new assay was done, starting from
the best conditions for the fungus development, to follow up the glucose
concentration and biomass production during a mounth period. From these data
the growth kinetic of this organism was established. The fungal growth rate
showed be constant and, therefore, the specific growth rate was inversely
proportional to the organism concentration. The experiments in shaker
presented a greater growth rate (0,4561g.day”.L™") then the B.O.D. static
experiments (0,3441 g.h™.L™"), showing that the oxygen can be one of the
limiting growth nutrients.
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1. INTRODUGCAO

Os fungos do género Ganoderma apresentam distribuicdo mundial e
sdo tidos como saprofitas ou decompositores de madeira atuando* sobre a
degradacdo da lignina, celulose e hemi-celulose. Espécies de Ganoderma
possuem historico milenar na medicina tradicional chinesa no que refere ao
seu emprego na terapéutica de varias afecgées humanas. Na antiguidade o
Género era classificado de acordo com a coloragdo do basidioma, porém, hoje
a classificagdo entre as espécies é feita através de anadlises macro e
micromorfolégicas, onde os resultados obtidos sd3o comparados com
referéncias bibliograficas.

Atualmente diversas investigagdes sobre algumas espécies vém sendo
desenvolvidas, como € o caso do G lucidum e G. tsugae com comprovagdes
de atividade bioldgica. Os efeitos farmacolégicos do género sao atribuidos aos
polissacarideos e triterpendides. Os polissacarideos s&o encontrados dispersos
nos diversos géneros de fungos, enquanto os triterpendides encontrados no
Género ndo sdo observados em outros fungos (CHEN et al. 1999).

O Ganoderma australe , espécie de interesse neste estudo, é exclusivo
de climas tropicais e subtropicais, sendo bastante comum no Estado de Santa
Catarina. Raros sdo os dados bibliograficos encontrados e dentro desses 0
enfoque principal estd na composi¢do quimica, identificagdo de metabdlitos
produzidos e agdo de compostos em seres humanos e microorganismos. Em
apenas um trabalho foi encontrado uma citagdo sobre o cultivo em caldo de
batata, mas a otimizagdo do desenvolvimento de biomassa n&o estava em
questdo (GERBER 2000). '

Varios produtos farmacéuticos apresentam como principio ativo
substancias obtidas através de plantas, bactérias e fungos. Entre estes
farmacos encontram-se as drogas antimicrobianas, porém muitos ja nao
apresentam eficacia frente a diversos tipos de microorganismos. Em
decorréncia do uso indiscriminado destas drogas, os agentes microbianos vém
sofrendo mutacdes tornando-se cada vez mais resistentes, em razdo disso, 0

estudo da formulacdo de novas drogas tem sido uma constante.



Em face as razdes expostas, associado ao fato de o G. australe ser um
fungo de desenvolvimento lento e pela caréncia de referéncias bibliograficas
sobre o seu cultivo, é que realizou-se este trabalho. O objetivo principal foi a
determinacdo das melhores condi¢ées do seu cultivo em laboratério, a partir
dos dos valores de pH e concentragdo inicial de glicose estabelecidos em um
planejamento. . experimental.. Com. a. direcionamento. do. processo para. uma
maior produgdo de biomassa e a partir da condigéo étima de cultivo , efetuou-
se 0 monitoramento da. concentragio. de glicose e da biomassa.produzida, a
fim de estabelecer-se a cinética de crescimento do Ganoderma australe dentro

dessas condicdes.

Y
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungo

2.1.1. Enquadramento taxonémico
De acordo com MONCALVO & RYVARDEN (1997), o fungo Ganoderma
australe (Fr.) Pat., apresenta o seguinte enquadramento taxondomico:

Reino: Fungi

Divis&o: EUmycota

Filo: Basidiomycota
Classe: Basidiomycetes
Ordem: Ganodermatales
Familia: Ganodermataceae
Género: Ganoderma

| Espécie: australe

2.1.2. Basidioma

Ganoderma australe (Fr.) Pat., produz basidioma macroscépico, bem
desenvolvido. Gerber (2000) descreveu algumas caracteristicas, tais como, a
superficie superior do pileo glabra, com sulcos irregulares e cocéntricos, sem
laca, de tonalidade marrom-avermelhado a amarelo.

O basidioma apresenta consisténcia lenhosa, sendo comumente
conhecido por f‘orelha-de-pau”l.' As figuras abaixo representam a forma como o
fungo se encontra na natureza. A Figura 2.1 apresenta a superficie posterior
do basidioma, enquanto a Figura 2.2 apresenta a superficie anterior. Essas
figuras foram gentilmente cedidas pela Dra. Clarice L. Leite, do Departamento
de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina. »



Figura 2.2- Superficie anterior do basidioma de Ganoderma australe



2.1.3. Morfofisiologia

Os fungos do género Ganoderma apresentam talo somatico miceliano
composto de hifas (filamentos tubulares), e por meio delas fazem a
colonizac&do do seu substrato, absorvendo agua e nutrientes. Geralmente, as
hifas liberam enzimas que s&o atuantes na degradacido de substancias mais
complexas presentes no substrato, permitindo dessa forma a assimilagdo. O
crescimento se da pelas extremidades e podem se tornar septadas ou néo,
dependendo de divisbes transversais (projegbes internas da parede celular),
denominadas septos. Apds a anastomose das hifas monocariéticas do micélio
primario, ocorre uma dicariofase prolongada (podendo durar meses ou anos),
formando o micélio secundario; apresentam ainda um micélio terciario também
dicaridtico compositor dos tecidos dos basidiomas. As hifas dicariéticas podem
conter fibulas na altura dos septos. Esta pequena proje¢édo é observada ao
microscépio 6tico, formada durante o crescimento da hifa, com a fun¢do de
manter a condicdo dicaridtica durante o seu desenvolvimento. O tecido do
micélio terciario (basidioma) pode ser composto por hifas generativas (paredes
finas; responsaveis pela formagdo dos basidios ), hifas esqueletais (paredes
grossas, estéreis, sem ramificacdo) e hifas de ligagdo (paredes grossas,
estéreis e ramificadas). O basidioma dispde de estrutura trimitica quando
apresenta os trés tipos de hifas (BERGAMIN FILHO et a/., 1995).

A caracteristica taxondmica basica do Ganoderma é a formagéo de
basidiomas de consisténcia dura, lenhosa ou coriébea. A distincdo do
Ganoderma dos demais géneros de poliporos é facil, quando comparada 2
diferenciagéo .entre suas espécies (MELO, 1986).

Segundo BERGAMIN FILHO et al. (1995), o himénio (camada fértil de
basidios) dos basidiomas localiza-se na superficie interna de tubos que se
comunicam com o exterior, geralmente, na face abaxial. Os basidiosporos s&o
formados de modo exdgeno pelo basidio.

O pesquisador RYVARDEN (1991) afirmou que P. Karsten estabeleceu o
género Ganoderma em 1881, a partir do Polyporus lucidus W. Curtis:Fr., como
sendo a Unica éspécie do Género, que tornou-se a espécie modelo. S&o fungos
pordides parasitas ou saprofitas que se desenvolvem sobre madeira, fazendo

parte do principal grupo de organismos responsaveis pela degradag&o da



lignina, celulose e hemicelulose na natureza (ADASKAVEG &
GILBERTSON,1994). A citacdo de ADASKAVEG & GILBERTSON foi utilizada,
porém, com restricdes por BERGAMIN FILHO et al. (1995), que salientou a
existéncia de dois tipos basicos de podriddo de madeira causadas por estes
fungos, sendo a podriddo parda e podriddo branca. Na primeira, o fungo
apresenta somente capacidade celulitica, ao passo que, na podriddo branca
dispbe de atividade celulitica e lignolitica.

2.1.4. Distribuigdo e Habitat

De acordo com STEYART (1975), o género Ganoderma apresenta
distribuicdo cosmopolita, tendo algumas espécies com distribui¢éo circunglobal
nas zonas tropical e subtropical, como é o caso do G. australe. A espécie foi
citada pela primeira vez em Santa Catarina por Levillé no ano de 1846
(LOUGUERCIO-LEITE, 1990). |

GERBER (2000) cita que coletas de fungos degradadores de madeira
tém sido efetuadas de forma sistematica nessa ultima década na ilha de Santa
Catarina, por meio do Laboratério de Micologia do Departamento de Botanica
da Universidade Federal de Santa Catarina, possuindo dessa forma um bom
conhecimento sobre espécimes de Ganoderma australe, sendo a espécie do
Género mais encontrado na ilha de Santa Catarina.

O género Ganoderma é de ocorréncia bastante freqliente em arvores de
areas urbanas, sujeitas a diversas formas de estresse fisioldgico e de
ferimentos (BERGAMIN FILHO et al., 1995). Essa citag&o foi confirmada por
GERBER (2000) que registrou coletas efetuadas em regides habitadas ou que
sofreram desmatamento. As amostras foram encontradas em Dicotileddneas
vivas e mortas, arvores cortadas, franco de Schizolobium parahyba em
decomposicéo, trocos de Pinnus spp. em decomposi¢cdo e Didimapanax

angustisserum.



2.1.5. Similaridade genotipica

MARTINEZ et al. (1991) descreveram que uma podriddo branca
causada pelo género Ganoderma Karst. foi responsavel pela extensiva
delignificagéo de madeira em uma floresta no sul do Chile. Esse basiomiceto foi
citado em diferentes estudos como sendo Ganoderma applanatum (Pers.) Pat..
Recentemente, basidomas de Ganoderma da floresta chilena foram
comparados & espécies européias de G. australe e G. applanatum,
confirmando a similaridade do G. australe europeu com. os basidiomas
chilenos. Através da comparagdo de acidos graxos entre o G. applanatum e G.
australe os autores observaram diferengas na composi¢cdo de acidos graxos
entre as espécies.

Segundo as afirmag¢des de STYEART (1972) & STYEART (1975), as
espécies devem ser separadas com base nas suas caracteristicas
macromorfolégicas, comentando que o G. applanatum dispde de finas linhas de
contexto entre as camadas de tubos, ndo havendo essa ocorréncia no G.
australe, enguanto substancias melanéides somente sdo observadas no ultimo.
Os esporos do G. applanatum dificiimente atingem a dimens&o de 10um,

enquanto os do G. australe podem atingir a essa medida.

2.1.6. Sinonimia

A atual definicdo do G. australe inclui G. adspersum (S. Schulz Donk,
" Ganoderma europaeum Stey e Ganoderma tornatum (Pers.) Bres. Além disso,
Ganoderma annularis ( Fr.) Gilbn também foi considerado como sinénimo
(MARTINEZ et al., 1991). |

2.1.7. Composigdo Quimica

As principais substancias produzidas pelo género Ganoderma sao

polissacarideos e triterpénoides, mas a primeira é encontrada dispersa nos
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fungos, enquanto os triterpenos encontrados no Género néo foram observados
em outros fungos (CHEN et al. 1999).

. AMOLAK & SUSHIL (1984), citam em seu estudo que o G. /ucidun
produziu 1-manitol, ergasterol e oito &cidos triterpénicos dioxigenados
pertencentes a série lanostone [1-2], todos contendo um grupamento
carboxilico terminal e alguns deles apresentam atividades citotdxicas in vitro
em células de hepatoma [2]. O G. applanatun produziu ergoste-4,6,8 (14), 22
tetraen-3-on [3], ergoste-7,22-dien 3B-on [3], ergosterol e acido palmitico, ‘além
de dois triterpenos pentaciclicos: Friedoolean-5-en-3-one e}friedelin [5]. Na
fracdo lipossoluvel do G. australe encontraram palmitato de ergosterol, ergoste-
7,22-dien 3B-on [3], ergosterol e lonaste-7,9 (11)24-trien-3B, 21-diol.

Porém, deve-se lembrar que o G. lucidum é a espécie mais estudada ,
mais de 100 diferentes tipos de triterpenoides oxigenados ja foram isolados e
idehtiﬁcados.(KUBOTA et al.,1982; NISHITOBA et al.,1984).

Foram identificadas por GERBER (2000) algumas substancias nos
extratos dos basidiomas do Ganderma. australe, como, rhetil ésteres de acidos
graxos saturados, acidos graxos saturados e insaturados, e esteréis de
Ga0(5a-ergost-7-en-3p-ol), Ga1(5a-ergost-7,22-dien-3p-ol) e Ga2(5,8-epidioxi-
5a,8a-ergost-6,22-dien-3p-ol) - padrées de G. applanatum, encontrou-se uma
mistura de acidos do tipo aplanoxidico A, C, F e G (triterpenos polioxigenados

derivados do lanostano). v
CHEUNG et al. (2001), descrevem o desenvolvimento do método MECK

(cromatografia eletrocinética miceliana), onde determinaram a presenga de
nucleosideos (adenosina e uridina) e base (uracil), em amostras preparadas a
partir de basidiomas de G. japonicum e G. lucidum e capsulas de Ganoderma

de duas marcas distintas.
!
2.1.8. Importancia Biotecnolégica
As manifestagdes dos fungos vém sendo observadas ha milhares de

anos. Porém, o estudo sistematico apresenta apenas 250 anos, trazendo

inmeros beneficios para o avango da medicina e dos processos
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biotecnolégicos. Os fungos nos afetam de forma positiva através de
biotransformacdes, producdo de metabdlitos Uteis, atividade enzimatica,
producéo de biomassa, controle biolégico e na silvicultura. Mas podem afetar
negativamente causando doengas em plantas, micoses em animais e
humanos, reacdes alérgicas, deterioracdo ou produzem micotoxinas
(ALEXOPOLUS et al., 1996).

Conforme ADASKAVEG & GILBERTSON (1991) os fungos do género
Ganoderma se desenvolvem de forma sapréfita ou parasita sobre a madeira.
Estando inclusos no principal grupo de organismos degradadores de lignina,
celulose e hemicelulose na natureza, com significativo interesse biolégico na
reciclagem de elementos.

Esse fendmeno natural, tem sido estudado como um modelo para
processos biotecnolégicos de delignificacdo da madeira. Este basidiomiceto,
que transforma diversas madeiras chilenas, em um material usado como ragéo
para gado, foi citado como Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. em diferentes
estudos. Outros autores consideram o G. applanatum, uma grande espécie,
incluindo o Ganoderma australe (Fr.) Pat. (MARTINEZ et al., 1990).

D‘iversos trabalhos sdo encontrados relacionando a atividade
farmacolégica das substancias encontradas no Ganoderma. O
restabelecimento de respostas imunes em ratos, estimulagdo da funcgdo
imunolégica celular no ancido, agéo antagonista contra a inibicdo do sistema
imune induzida pela morfina, atividade antitumoral e anticarcinogénica in vivo e
in vitro, atuag@o como estimulante seanI e efeitos terapéuticos em hepatites
virais cronicas (LIU, 1999).

Algumas espécies de Ganoderma, em especial o G. lucidum, s&o
empregadas pela medicina tradicional chinesa, na terapéutica de diversas
afeccGes humanas. Dentre elas estéo doencas hepdticas, renais, gastricas,
pulmonares, circulatérias, neoplasias, diabetes e em enfermidades cronicas de
um modo geral (SHIAO et al., 1994; KIM et al., 1997; CHEN, 1999).

Recentes estudos sobre G. lucidum demonstram que a atividade
carcinostatica do fungo se deve ao polissacarideo 1,3-B-D-glucano presente
em seu basidioma. Essa substancia € bastante promissora como um novo
agente carcinostatico, qUanto ao seu uso em imunoterapia (TSENG ef a/.,1984;
MIZUNO et al.,1995).
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Polissacarideos sulfatados tém sido fortes candidatos a possiveis drogas -
antivirais por exercerem potentes atividades in vifro contra o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus da herpes simples (HSV) e outras viroses
envolvidas (CHANG et al, 1988). A proteina acida polissacaridea isolada do
basidioma de G. /lucidum demonstrou potente atividade antiviral contra o virus
da herpes simples do tipo 1 (HSV-1) e do tipo 2 (HSV-2), podendo ser
especialmente a inibicdo da quimiotaxia ou penetragdo, impedindo a complexa
interagdo do virus com a membrana plasmatica celular. (SEONG-KUG, ef al.,
2000).

| YU et al. (1979), observaram redugdo no nivel de aldolase sérica em
ratos portadores de miotonia experimental com o emprego do extrato de
Ganoderma, onde encontrou-se as substancias uracil e uridina

SHIMIZU et al. (1985), citam que a fragido hidrossoltvel obtida a partir do
basidioma de Ganoderma japonicum e lucidum suprime a agregagao
plaquetaria a partir de uma substancia inibitéria identificada como adenosina.

GERBER (2000), confirma a atividade antibacteriana do G. australe em
seu trabalho mostrando que algumas fragbes obtidas a partir dos basidiomas
de G. australe sdo mais eficientes contra bactérias Gram-positivas do que

contra as Gram-negativas.

2.2. Metabolismo Flingico

O metabolismo exerce duas fun¢des gerais: a Anabdlica, que transforma
nutrientes em componentes estruturais e funcionais do organismo e a
Catabdlica, que extrai energia quimica ou elementos de complexos nutrientes,
para produzir energia e materiais para reagdes anabdlicas. Os eventos
metabdlicos s&o importantes para o metabolismo dos fungos em culturas
puras, s&o chamados de metabolismo primario e s&o amplamente distribuidos
entre os fungos. Os fungos também produzem muitos compostos, tais como,
toxinas, antibidticos e outros de funcdo desconhecida, que podem ser

secretados no meio em quantidades consideraveis. Esses metabdlitos e

enzimas necessdrias para a sua formagdo é que constituem o metabolismo

secundario, eles sdo limitados na sua distribuicdo e muitas vezes para uma
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espécie em particular. O metabolismo secundario depende do metabolismo
primario para a obteng@o de energia e de intermediarios-chave. Dessa forma, |
a divisdo do metabolismo dos componentes primarios e secunddrios sdo
artificiais e dependem primariamente da distribuicdo dos metabdlitos entre os
organismos. Na rota catabdlica do agucar, a glicose vai diretamente para o
processo de glicdlise fluindo para o ciclo do &cido citrico, produzindo
intermediarios necessarios para a biossintese de metabdlitos primarios e
secundarios. O processo de oxi-reducéo, fermentac&o e respiragdo permite a
captura de energia quu’micé utilizavel na forma de ATP, NADPH e NADH
(GRIFFIN, 1994).

Os fungos s&o heterotréficos e exibem nutricdo absortiva. Isto faz
simplesmente com que eles n&o fixem carbono e que os nutrientes que entram
em seus corpos, devam passar pela membrana plasmatica e parede celular.
Essa caracteristica tem levado alguns autores a escrever os fungos como
organismos cujos “estdmagos” s&o externos ao seus corpos. No lugar de
ingerir alimentos e entdo digeri-los, como os animais, os fungos devem
primeiro liberar enzimas digestivas para o meio externo. Essas enzimas
digesti\}as quebram moléculas grandes e relativamente insollveis tais como
carbohidratos polisSacarideos, proteinas e lipidios em moléculas menores e
mais sollveis para entdo ingeri-las. Agua livre deve estar presente como um
meio para difus&o de nutrientes soltveis para dentro das células. Sem alguma
agua livre, os fungos. ndo podem realizar o metabolismo normal
(ALEXOPOLUS et al., 1996). |

2.2.1. Metabolismo de carbono e energia

De acordo com GRIFFIN/(1994), o metabolismo dos compostos de
carbono oferece uma estrutura basica para a biossu’ntesé de metabdlitos
intermediarios, suprimento da necessidade de energia metabdlica e poder de
reducdo. Carbohidratos que produzem glicose sao 0s mais abundantes e
amplamente utilizados como fontes de carbono e energia para os fungos, por
essa razdo o metabolismo do carbono € visto inicialmente como o metabolismo

da glicose. Outras hexoses podem ser convertidas em glicose, mas as
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pentoses podem ser uma rota glicolitica alternativa. Fontes de carbono, tais
como, 0s acidos graxos, aminoacidos, acidos organicos e alcoois, entram no
fluxo da glicose em varios pontos. Quando a unica fonte de carbono forem os
nao-carbohidratos, os mesmos deverao ser convertidos em glicose através da
gliconeogénese para formagéo dos precursores das paredes celulares,
glicoproteinas e outro materiais derivados diretamente de hexoses.

Nas culturas de Ganoderma lucidum realizadas em shaker a adi¢éo de
6leos ou acidos graxos demonstrou ter grande influéncia na producgdo- de
massa miceliana e de polissacarideos. Nesse caso o comprimento da cadeia
de carbono e o grau de insaturagdo dos acidos graxos determinam a extensao
da estimulac@o ou supressdo; a fungao foi especialmente exposta em termos
de estrutura e permeabilidade da membrana (FAN-CHIANG, et al., 2000).

2.2.2 Repressao Catabdlica

Repressé&o catabdlica ocorre em concentraces elevadas de glicose,
sendo visto, como a represséo da sintese de enzimas mitocondriais e de outras
enzimas reduzindo seus niveis. Nestas condicdes a glicose € metabolisada
rapidamente pela glicdlise € uma consideravel fermentacdo ocorre nesta
condigdo aerdbica; o NADH gerado durante a glicdlise é melhor oxidado por
fermentagao do que por respiragdo, mesmo que grande quantidade de oxigénio
esteja presente. Outro efeito da represséo da glicose é a represséo de enzimas
utilizadas no metabolismo de outros acucares, resultando na utilizagcdo

preferencial da glicose.

2.3. Cinética de Crescimento

Os modelos matematicos sdo uma descricdo simplificada de sisterhas
reais, uma vez que idealizagbes e simplificagbes sd@o consideradas. Os
modelos de crescimento microbiano podem ser classificados em estruturados e
ndo estruturados. Os ndo estruturados consideram, além das variaveis

abidticas (pH, temperatura, concentragdes extra-celulares, etc.), apenas a
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quantidade de biomassa na cultura (em numero ou massa celular) suficiente
para especificar a atividade do organismo. Portanto, mudancas na composigcdo
da biomassa sao totalmente ignoradas. O modelo de Monod (1942), é
originariamente empirico e representa o crescimento de microorganismos com
um unico substrato limite sendo considerado um exemplo do sucesso dos
modelos ndo estruturados. Esse modelo e suas modificacdes, considerando
manutencdo, inibicdo, etc., sdo de facil descricido matematica e verificagdo
experimental, permitindo a interpolagdo dos dados experimentais de
crescimento de uma forma satisfatéria em muitas situagdes. Por isso, séo
amplamente empregados. A equagdo de Monod, que representa a velocidade
de crescimento para reacdes enzimaticas € expressa tendo a velocidade de
crescimento especifica em funcdo apenas da concentracdo de substrato.
(FURIGO JR.,1995).

2.4. Cultivo

O crescimento de um organismo é bastante complexo, onde as diversas
etapas sdo acompanhadas para avaliagdo do aumento ou redugdo do processo
de desenvolvimento e diferenciagcdo. Os fungos micelianos aumentam em
volume, nimero de nucleos e citoplasma; eles ndo crescem em numero de
células (GRIFFIN, 1894). __

2.4.1. Meios de cultivo

O meio de cultivo para fungos pode ser semi-sélido (gel) ou liquido
(caldo). O meio semi-sdlido € muitas vezes considerado o mais indicado, pois
os substratos naturais de muitos fungos sao solidos ou semi-sélidos, como & o
caso da madeira, tecido animal e vegetal ou solo. Dentre os agentes semi-
solidos, o &gar é o maisv indicado, por ndo se liqliefazer antes de atingir 100°C
e permanecer liquido até préximo de 45°C, no resfriamento. Meios liquidos
apresentam vantagens e desvantagens em relacdo aos semi-sdlidos. O

crescimento miceliano em meio liquido ocorre na forma de tapete bastante

*’5
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heterogéneo. A camada superior € aerébia, mas tem pouco contato com o
meio, enquanto a camada inferior &€ anaerdbia, porém, de maior contato com o
meio. Essa situacdo pode resultar em inibicdo de crescimento e excessiva
producdo de metabdlitos secundarios, dependendo das caracteristicas do
fungo. Um melhor sistema de homogeneizagao, com crescimento submerso é
obtido com agitag&o, que pode ser feito com o uso de um alternador, recipiente
com agitagéo e aeracao forcada ou Shaker rotatério. Tanto a extensdo, quanto
pellets ndo serdo formados, todo o sistema hifal pode ser exposto ao ambiente.
Portanto, as limitagées impostas pela falta de oxigénio e a reducédo da taxa de
difusdo de nutrientes, poderéo ser superadas (GRIFFIN, 1994).

2.4.2. Condigoes de cultivo

Estudos realizados por ALEXOPOLUS et al. (1996) salientam que

a parte da disponibilidade de uma fonte de alimento apropriada, exemplos de
outros fatores que influenciam o crescimento do fungo sdo umidade,
temperatura, pH e oxigénio. O pH 6timo que favorece o crescimento de
diferentes fungos varia amplamente. Considera-se o 6timo de temperatura para
o desenvolvimento desses organismos entre 25 e 30°C.

GERBER (2000), relata o cultivo de Ganoderma australe em caldo de
batata em pH 6,5 e concentrag&o inicial de glicose em seu experimento.

SMANIA JR. (1995) realizou um estudo sobre o basidiomiceto
Pycnoporus sanguineus, este é um fungo sapréfita, degradador de madeira e
também conhecido como “orelha de pau’. Nesse trabalho, foi realizado testes
com meios sdlidos e liquidos, para avaliagdo do crescimento inicial do fungo.
Utilizou-se o agar de batata, agar de celulose, &gar de mosto e &gar de
Sabouraud. O melhor desenvolvimento foi obtido em agar de batata, que em
quinze dias cobriu toda a superficie do agar. Em meio liquido, foi testado o
caldo de batata, caldo de celulose e extrato de solo, tendo o melhor
crescimento em caldo de batata.

A producdo de micélio e polissacarideos por algumas espécies de
fungos através de culturas submersas tem evoluido muito nos ultimos anos no

Oriente. Para melhorar a eficiéncia da produ¢céo o controle das condi¢gdes de
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desenvolvimento e/ou a modificagdo da composi¢éo do meio de cultura pode
ser fundamental (YANG & LIAU, 1998).

2.5. Planejamento Experimental

A nivel mundial, muitos estudos s&o realizados visando a obten¢do de
novas substancias, com atividade farmacolégica a partir de plantas ou
microrganismos. O alto custo operacional, o baixo rendimento de biomassa e
metabadlitos, associado ao elevado tempo de cultivo levam, muitas vezes, a
inviabilidade da produgcdo do principio ativo em escala industrial, havendo
dessa forma, a necessidade de um delineamento experimental, visando a
obtencdo de um melhor rendimento, com menores custos operacionais .

Uma das técnicas aplicadas é o Planejamento Experimental, que
consiste na simulac@o de situagdes que envolvam muitas variaveis, as quais
s&o investigadas ao mesmo tempo objetivando a avaliagdo de fatores e efeitos
que minimizem custos e maximizem qualidade e produtividade.

O primeiro passo para a execu¢do de um planejamento experimental,
consiste na escolha das variaveis e respostas de interesse para o estudo em
questdo. As metas a serem atingidas através do experimento é que iréao
determinar o tipo de planejamento a ser empregado.

Em um planejamento fatorial &€ primordial a definicdo dos niveis, nos
quais, cada um dos fatores (variaveis) sera avaliado e, para andlise dos dados
obtidos, além das ferramentas do planejamento experimental, necessita-se de
um embasamento sobre o processo (NAVARRO, 1996; TEIXEIRA,1999).

A Metodologia da Superficie de Respostas (RSM) é uma das técnicas
convenientes na obtengdo de parametros ideais para a otimizacdo de
processos. E constituida de duas etapas distintas, sendo a modelagem e o
deslocamento. A modelagem ocorre através do ajuste de modelos lineares ou
quadraticos aos resultados experimentais obtidos através do planejamento
experimental, enquanto o deslocamento acontece na trajetéria onde ha
| variagdo da resposta de forma mais pronunciada (BARROS NETO et a/, 19995).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Organismo

O organismo de interesse nesse estudo, foi o fungo Ganoderma
australe, estirpe MIP-G98012 , fornecido pelo Laboratério de Antibiéticos, do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de
Santa Catarina. '

Segundo GERBER (2.000) o basidoma que deu origem ao isolado MIP-
G98012, foi coletado na empresa CELUCAT S.A., tendo como substrato um
tronco do Pinhus em decomposi¢cdo, no municipio de Correia Pinto — SC, esta
depositado no Herbario FLOR, sob o nimero (FLOR 11741).

Preparo das laminas para microscopia

Para a analise microscopica, um fragmento do micélio (cultivado nas
condi¢oes do item 3.3.2), retirado com o auxilio de lupa e agulhas estéreis, foi
clarificado com Hidréxido de pétassio a 5% e corado com Floxina a 1%;

observando-o, entdo, ao microscopio ético, sob lente de imerséao.

3.1.1. Identificagdo das culturas dicariéticas

A identificacdo foi baseada na metodologia tradicional, através de
analises macro e micromorfolégicas do fungo cultivado em meio sélido. Os
resultados foram comparados com as referéncias bibliograficas. |

Realizou-se a observagédo do tipo e caracteristicas do sistema hifal, a
presenga ou auséncia de fibulas e basidios.

Utilizou-se uma ocular com escala micrometrada para efetuar a

comparacgdo das medigdes das estruturas observadas nas laminas preparadas.
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3.2. Meios de Cultura

3.2.1. Meio de manutenc¢ao e desenvolvimento do fungo

Realizou-se o repique da cepa para o meio de agar de batata dextrose
(ACUMIDEA)em tubos com a base inclinada, foi mantido em estufa B.O.D. a
25°C por quatro a seis dias. Para manutengdo da cepa, os tubos foram

conservados em geladeira e, repicados a cada quarenta e cinco dias.

Utilizou-se agar batata dextrose (ACUMIDEA) em placas de Petry, para
o desenvolvimento das culturas dicaridticas em estufa B.O.D. a 25°C.
necessarias para a padronizagdo do cultivo em meio liquido e para o teste de

pureza da cultura.

3.2.2. Obten¢ado de biomassa

Para a obtencdo de biomassa foi feito o cultivo em meio liquido,
empregando o caldo de batata preparado no laboratério.

No preparo do caldo de batata utilizou-se 200g de batatas (Monalisa)
descascadas, adicionado a 700mL de agua deionizada é, cozido durante 25
minutos. O caldo foi coado em gaze, a glicose foi adicionada e 0 volume,

- completado q.s.p. 1000mL com &gua deionizada.

Ajustou-se o pH (com NaOH N/10 e HCI N/10) com o auxilio de um
pHmetro HANNA, obedecendo os valores abaixo:
<> pH 5,0: nas concentracSes de glicose a 10, 20 e 30g/L
<> pH 6,5: nas concentracdes de glicose a 10 20 e 30g/L
<> pH 8,0: nas concentragcdes de glicose a 10, 20 e 30g/L
Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C, durante 15 minutos

e, conservados em geladeira.
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. Biomassa seca

A biomassa seca foi obtida através do processo de filtragdo do caldo de
cultivo seguido do processo de secagem . Para a filtracdo utilizou-se o filtro
Watman n°1 previamente pesado e a secagem foi realizada em estufa na
temperatura de 45°C. A pesagem foi efetuada com o auxilio de balanga
analitica SARTORIUS.

3.3. Padronizagao do Cultivo em Meio Liquido

Preparo do Inéculo:

Foram retiradas fragdes de 2,0cm? de micélio do fungo, obtido através
do cultivo citado no item 3.3.2 e transferidos para 400mL de caldo de batata
(em pHs e glicose, conforme item 3.3.3), em erlenmeyer com capacidade de
500mL . E, incubados em estufa B.O.D., a 25°C, por dez dias.

Inéculo:

Apds o periodo de incubagéo, a cultura ‘foi vigorosamente agitada e
retiradas aliquotas de 15mL; estas foram trahsferidas para 150mL dos mesmos
" meios nos correspondentes pHs e concentracdes iniciais de glicose, em
erlenmeyer com capacidade de 250mL ,e incubados em banho-maria agitado

(Shaker), a 25°C, por quinze dias.

/

3.4. Determinagdo da Concentragao de Glicose

A dosagem de glicose foi realizada pelo método enzimético colorimétrico
conforme o manual do fornecedor (BIO DIAGNOSTICA — Enz Color).
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3.4.1. Principio do método

Essa metodologia envolve duas etapas de reagao, estando baseada na
oxidacdo da D-Glicose a Acido glucénico e Peréxido de hidrogénio pela acdo
da enzima Glicose oxidase . O Peroxido de hidrogénio por sua vez reage com o
Hidroxibenzoato de sddio e 4-aminofenazona formando complexo-quinona. A
intensidade de cor fo}mada € proporcional a concentragdo de glicose na

amostra.
B-D-Glucose + O, + 2H,O  Glucose oxidase D-Acido glucénico + 2H,0
> .-
2H,0, + Hidroxibenzoato + 4-aminofenazona Peroxidase Complexo-quinona + 4H,0
—_—D

Figura 3.1 — Reagbes bioquimicas envolvidas no processo oxidativo da

determinag&o da glicose

3.4.2. Técnica

O método é linear até 4,0g/L, por essa razao as amostras foram diluidas
a 1:2, com agua destilada, repetidas e conﬁrmadas. Para a andlise preparou-
se quatro tubos contendo 2,0mL de reagente de cor, sendo respectivamente,
“branco, padrdo e amostras (01 e 02), no tubo pédréo adicionou-se 20uL do
reagente padrao e nos tubos de amostra adicionou-se 20uL da amostra diluida.
Os tubos foram homgeneizados e incubados a 37°C, por dez minutos.

As amostras foram lidas no espectrofotdmetro (Analisador semi-
automatico Bio Plus), em um comprimento de ondas de 500nm.

O célculo da determinagao de glicose foi efetuado pela seguinte formula:

Glicose] emgiL = 2osorbanciaamostra « a6 (3.7)

absorbancia padréo
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3.4.3 - Seqiiéncia experimental

A determinacdo das concentracdes de glicose foi efetuada a partir de um
novo ensaio, realizado a partir das condi¢des 6timas de cultivo, definida pela
maior produgéo de biomassa.

As analises foram realizadas em duas séries, de acordo com as etapas
de cultivo em meio liquido, conforme o item 3.4; porém, na segunda etapa o
tempo de cultivo foi superior a quinze dias. o

As medicbes da glicose foram efetuadas no filtrado do caldo de cuitivo,

que foi obtido a partir de ensaios destrutivos.

Preparo do_inéculo: Determinou-se a concentragdo inicial de glicose,

imediatamente apds a inoculagéo, nos trés dias subseqlentes, no quinto, no

sétimo e décimo dia de cultivo em B.O.D..

Desenvolvimento do inécuio: Determinou-se a concentragdo inicial de glicose,

imediatamente apés a adigdo do inéculo, no primeiro dia apés e, finalmente, a
cada cinco dias a partir da inoculagao, durante um periodo de 31 dias de

cultivo em Shaker.

3.5. Planejamento Experimental

O desenvolvimento in vitro do fungo G. australe nesse trabalho foi
avaliado a uma temperatura fixa de 25°C (+0,1), com a variac&o de outros dois
parametros, as variaveis independentes, que foram o pH (x;) e a concentragéo
inicial de glicose (xz), obtendo-se ‘como resposta uma variavel depéndente, que
foi a producdo de biomassa representada em massa seca (y).

Na Tabela 3.1 estdo apresentados os valores Lutilizados para a
elaboragdo de um planejamento fatorial 32 para avaliar os efeitos de pH e

concentragéo inicial de glicose na produgdo de biomassa (massa seca).
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Tabela 3.1 — Valores utilizados para a elaboragéo do planejamento fatorial 32
para estudo da influéncia do pH e concentragéo de glicose, a 25°C, sobre o

rendimento (massa seca) apds quinze dias de cultivo em banho-maria agitado

(Shaker).
Ensaio pH do meio Concentragao de glicose (g/L.)
1 50 10
2 50 20
3 50 30
4 65 | 10
5 6,5 20
6 6,5 30
7 8,0 10
8 8,0 20
9 8,0 30

Na Tabela 3.2 s&o apresentados os niveis adimensionais relacionados
aos valores utilizados para as variaveis independentes neste planejamento.

Tabela 3.2 — Valores dos niveis adimensionais das varidveis independentes.

Cédigo de niveis

Variaveis independentes Simbolo -1 0 +1
pH do meio : X1 5,0 6,5 8,0
concentracao inicial de glicose (g/L) X2 10 20 30

De acordo com SANTOS (1998), o numero de experimentos e as
. condi¢cbes experimentais sdo conceitos diferentes, devendo-se, assim,
adicionar um certo nimero de réplicas ao nimero de condigGes experimentais
para a obtencdo do numero total de experifnentos.

Elaborou-se um planejamento fatorial 32 dispondo-se de dois fatores
estudados em trés niveis (-1, 0 e +1). Foram realizados nove ensaios em
duplicata, resultando num total de dezoito ensaios. As réplicas sdo de

fundamental importancia para a estimativa do erro experimental.
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A Tabela 3.3 contém os ensaios realizados no planejamento fatorial
completo 32

Tabela 3.3 — Ensaios realizados no planejamento fatorial 32

Ensaio X4 X2
1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 +1
4 0 -1
5 0 0
6 0 +1
7 +1 -1
8 +1 0
S +1 : +1
10 -1 -1

11 -1 0
12 -1 +1
13 0 -1
14 0 0
16 +1
16 +1 -1
17 ) +1 -0
18 +1 +1

O modelo estatistico obtido pelo planejamento é representado

genericamente pela Equagao 3.1.
Y% X5) =g+, +0,%, +Ho +b53G +b1x%, + b0, +biXG +bixi
| (3.1)

onde:

7

y = estimativa dos valores populacionais das respostas
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b,. by, b, by, = coeficientes de regresséo relativos aos efeitos principais lineares
(x1, x2) e efeitos de interagdo (x1x2)

bj, b5, bi,, by, b}, = coeficientes de regresséo relativos aos efeitos principais

quadraticos (x2,x3) e efeitos de interagdo (x?x,, X,x2, x2x2)

De acordo com BARROS NETO (1996), a avaliagdo da eficiéncia do
modelo pode ser realizada com relacdo & média global, a partir dos desvios

das observagoes.
SQ; = Z Z (yij - y)z - (3.2)

onde;

" SQr= soma quadratica total

n; = numero de repeti¢cdes do nivel i

m = numero dos diferentes niveis
y = média global das respostas

yj = respostas observadas

A soma dos quadrados devido & regressédo (SQr) e ao residuo (SQr) é

correspondente:

SQr =SQr + SQ \ (3.3)

A SQ, é correspondente a soma dos quadrados dos residuos deixados
em todas as repeticées e em todos os niveis, obtendo a soma quadratica

residual, demonstrada na equagédo a seguir:

SQr = Ser + SQfaj (34)

onde:
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SQ¢p: soma quadrética devido ao erro puro, que mede o erro aleatdrio que
afeta a resposta (BARROS NETO ef a/ ;1995).
SQrj: soma quadrética devido a falta de ajuste do modelo em relagdo as

respostas observadas (BOX ef al, 1978).

O teste F de significancia, segundo FERREIRA (1996), tem seu maior
emprego nas andlises de variancia dos delineamentos experimentais,
definindo-se o F calculado como sendo o quociente da média dos quadrados

devido a regressdo pela média dos quadrados do residuo. Assim:

_ MQ;
MQ,

F (3.5)

onde:
"~ MQg: média dos quadrados da regressé&o
MQ:: média dos quadrados do residuo

O valor de F calculado pela equacédo (3.5) é entdo comparado ao valor

de F tabelado, no nivel de confianca desejado pelo método, de forma que:

MQ,

Vi,V2 MQr ( )

onde:
F,,v, - F tabelado, no nivel de confianca desejado

vi: graus de liberdade da regresséo
vo: graus de liberdade do residuo

Para que a regressao ténﬁa fins preditivos e ndo possua unicamente
significancia estatistica, o valor de F calculado deve exceder, no minimo,
quatro vezes o valor de F tabelado, estabelecido a partir do intervalo de
| confianga aceito pelo método utilizado (BARROS NETO et al, 1985;
FERREIRA, 1996).
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Para o ajuste dos parametros do modeio pelo método dos minimos
quadrados faz-se a analise da variancia, conforme o exposto na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Tabela de analise de variancia para o ajuste dos parametros do

modelo pelo método dos minimos quadrados

Fonte de Numero de Média
variacao Soma Quadraética Graus de Quadratica
Liberdade
m N A — 2 SQ
_ — MQ, = R
Regresséo SQg = Z ,- (yi y) p-1 Cr p-1
m D A \2 SQ
= _ MQ, =—F
Residuos SQr'_Z;(yi Yi) n-p " n-p

i m-p
na (o — sQ,,
Erro puro SQ,, = Zi:zi(yﬁ i n-m MQ,, = n—m
Soma m —\2
Quadratica SQ; = Z ,- (yu —y) n-1
Total
. . SQg
" % de variacao explicada: sQ
T
SQ,-S ‘
% maxima de variagdo explicada: —QLSQ—&”— \
T

onde:
p: numero de parametros do modelo

n: namero total de observagdes (ensaios)
\ .

y : valor estimado pelo modelo

MQq;; média quadratica da falta de ajuste

Uit
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MQes: média quadratica do erro puro

3.6. Cinética de Crescimento

A cinética foi estabelecida a partir dos resultados obtidos no novo ensaio
realizado conforme o item3.5, onde determinou-se paralelamente a produgéo

de biomassa (massa seca). Esses dados serviram como subsidio para a
realizac@o dos seguintes calculos:

3.6.1. Velocidade de crescimento

A velocidade de crescimento do organismo corresponde ao coeficiente
angular da curva de crescimento do fungo, conforme apresenta a Equagdo 3.8.

= dX (3.8)

dt

onde:

re = velocidade de crescimento(g.h™.L™")
X = concentragéo de biomassa (g/L)

t = tempov(dias)

3.6.2. Velocidade especifica de crescimento
./
A velocidade especifica de crescimento do fungo foi determinada a

partir da curva de producgdo de biomassa, conforme a Equagao 3.9.

1 dX

_19A 3.9
M =3 5 (3.9)



onde:

ux = velocidade especifica de crescimento (h™)
X = concentragéo de biomassa (g/L)

t = tempo (dias) |

30



RESULTADOS E DISCUSSAO




32

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Organismo

‘A identificagdo do fungo foi feita a partir da observagdo e avaliagdo
macroscopica e microscopica da cultura nos meios sdélido e liquido: A
caracterizacdo do Ganoderma australe nos diferentes meios e a avaliagdo do
grau de pureza nos diversos estagios do cultivo, foram as razfes desse

procedimento.

4.1.1. Caracteristicas macroscdpicas
4.1.1.1. Cultura em meio sélido

O crescimento do isolado MIP-G98012 ocorreu de modo uniforme na
superficie do &gar, e de forma radial, confirmando a descrigéo de LEITE (2000)
que o micélio (talo soméatico) do fungo é constituido de hifas que se ramificam
em todas as diregbes , estendendo-se sobre ou dentro de qualquer substrato
'~ que seja utilizado como alimento. . |

O micélio formado apresentou,‘ aspecto algodonoso , coloragdo branca
e base coriécea, a cultura manteve essas caracteristicas até o final do cultivo
rm pléca de Petry. )

A Figura 4.1 mostra a cultura apés cinco dias de incubag&o a 25°C em

estufa B.0.D., apresentando cobertura parcial do meio.
/
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igura 4.1 — Cultura e Gandea autrale, apds o periodo de cinco dias de
incubagdo a25°C.
Apds doze dias a cultura expandiu por toda a superficie do agar (contida

em placa de Petry com 100 mm de diametro) de maneira homogénea,
conforme a Figura 4.2.

Figur 4.2—Cu|tra de G. austra/e, apés period de doze das de incubagéo.
a25°C



4.1.1.2. Cultura em meio liquido

A cultura em meio liquido comportou-se de maneira distinta, quando
comparou-se as duas etapas de seu cultivo nesse meio, ou seja, a preparagio
do inéculo em estufa B.O.D e o desenvolvimento do indculo. em Shaker.

No preparo do indculo, a incubagéo foi efetuada sem agitagdo e com
maior volume de meio. O desenvolvimento ocorreu principalmente na
superficie, formando um tapete branco de base coridcea e superficie
algodonosa.

No desenvolvimento do indculo, o volume do meio foi menor e com
agitagdo continua. O crescimento iniciou-se de modo submerso, onde uma
massa miceliana de consisténcia gelatinosa foi formada. Nao houve formacéo
de depésitos no fundo do frasco de cultivo e o restante do meio permaneceu
limpido, dando a essa massa um aspecto nebuloso. Somente apés o sexto dia,
é que alguns pontos comegcaram a aparecer na superficie do meio, com
caracteristicas semelhantes a incubagéo em estufa B.O.D.

Amostras dos dois processos foram mantidas a temperatura ambiente e
sem agitagdo. Apos o vigésimo dia foi possivel a observacdo de regibes de
primoérdios de frutificacdo e ao final de sessenta dias, ambas ja haviam
adquirido forma semelhante & encontrada na natureza, ou seja, por¢do externa
com textura lenhosa, em diferentes tonalidades de marrom centripeta e
iregularmente sulcada. A porgéo posterior permaneceu com coloragéo branca,
porém, perdeu o aspecto algodonoso, passando a apresentar textura fibrosa.

4.1.2. Caracteristicas microscépicas

O principal objetivo da observacdo microscépica das culturas foi a
avaliacdo do grau de pureza da cepa fornecida, bem como, para o
monitoramento dos ensaios, no controle de possiveis contaminagdes.

As Figuras 4.3a, 4.3b e 4.3c, mostram algumas das estruturas
visualizadas na microscopia Otica, observadas em lente de imersé&o

representando um aumento de mil vezes.
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Figura 4.3a - Hifa generativa com fibula em formacdo na cultura de
Ganoderma australe —{ microscépio 6tico -1000x) v h .

Figura 4.3b- Hifa generativa com fibula formada na cultura de Ganoderma
australe (microscépio 6tico -1000x). _,




Figura 4.3c —Sobreposicdo de hifas na cultura de Ganoderma australe (micros-
copio otico - 1000x).

Através da microscopia otica, foi possivel observar a presenga do
sistema hifal trimitico (responsavel pela formagdo do micélio terciario), onde
encontrou-se hifas generativas, de paredes finas e hialinas com cerca de
3,0um de diametro; hifas esqueletais, de paredes espessas e sem ramiﬁcagéo,
com. diametro de 2,5 a 6,0um e hifas de ligagdo, de paredes espessésze
hialinas e com ramificagbes com diametro de 1,2 a 3,5pm. As medidas n&ao
foram registradas com exatiddo pois o objetivo principal foi de comparagédo com
a literatura.. Constatou-se a presenca de fibulas na altura dos septos das hifas

dicaridticas. Ndo foram observados basidiosporos.



4.2. Planejamento Experimental

O planejamento fatorial 32, conforme apresentado no item 3.1.1, resultou
em nove experimentos, que foram efetuados em duplicata e em ordem
aleatdéria. Os resultados obtidos para avaliagdo do efeito do pH e da
concentracdo inicial de glicose, a uma temperatura fixa de 25°C, na produgéo
de biomassa (massa seca) encontram-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Resultados do planejamento fatorial 32 considerando as variagées
de pH e da co'ncentragéo inicial de glicose, na temperatura de
25°C, na produc&o de biomassa (massa seca). |

Ensaio pH - [glicose] “Biomassa (massa seca em g))
1 X A - 0,355
2 -1 0 " 0,440
3 -1 +1 ' 1,080
4 0 -1 0,235
5 ' 0 0,267
6 +1 0,256
7 +1 S 0,087
8 1 0 0,176
9 1 1 0260
10 1 -1 | 0,349
11 -1 0 | 0,465
12 -1 +1 | 1,060

13 A 0,246
14 -0 - 0,254
15 0 +1 " 0,269
16 +1 /-1 0,099
17 +1 0 ’ 0,192

-
(0 4)

+1 +1 0,288




38

As estimativas dos efeitos principais e de interacdo das variaveis
independentes (pH e glicose) sobre a resposta (biomassa) expressa em massa

seca, sdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Efeitos das variaveis independentes sobre a biomassa produzida

Variaveis independentes Efeito sobre a biomassa Desvio padrao

pH = (x1) -0,441167* 0,007076
pH — (x3) -0,149750** 0,006128
[glicose] — (x2) 0,307000** 0,007076
[glicose] - ( x3 ) -0,083000** 0,006128
pH x [glicose] — ( x1X2) -0,268500™* 0,008667
pH x [glicose] — ( x,x2 ) 0,129500** 0,007506
pH x [glicose] — ( x2x, ) -0;213750*,* 0,007506
pH x [glicose ] — ( x2x2 ) 0,069000** 0,006500

**efeitos significativos em um intervalo de 99% de confianca

Na Tabela 4.3 estéo listados os coeficientes de regresséo estimados

-para o modeio quadratico proposto.

Tabela 4.3 - Coeficientes de regressao estimados para o modelo quadratico

Variaveis independentes Coeficientes de regressdo Desvio padrao

Média 0,260500** 0,008667
pH - (x1) -0,134250** 0,006128
pH — ( x?) 0,057750** 0,010614
[glicose] -~ (x2) - 0,011000 0,006128
[glicose] — ( x§ ) -0,008000 0,010614
7
pH x [glicose] — ( x1x2) -0,134250™* 0,004333
pH x [glicose] — ( x,x2) -0,129500* 0,007506
pH x [glicose] - ( x2x, ) 0,213750** 0,007506

2

pH x [glicose ] — ( x2x2 ) 0,138000** 0,013000

**efeito significativo num intervalo de 99% de confianca
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O coeficiente de regress@o estimado para o termo [glicose] — ( x2 )

resultou num valor muito préximo ao desvio padréo observado; no caso do
termo [glicose] — ( x2 ), o desvio padrdo foi maior que o coeficiente estimado.
Assim, os citados coeficientes ndo foram considerados significativos e,
consequentemente, tais termos ndo necessitam ser incluidos na equagdo do
modelo. }

A analise de variéncia efetuada para averiguar se o modelo quadratico
apresenta significancia estatistica na predicdo da producdo de biomassa

consta na Tabela 4.4

Tabela 4.4 — Anédlise da variancia para verificag@o da significancia estatistica
do modelo quadratico

Causa da variacdo sSQ GL MQ Fcaicutado  Ftabetado
Regressao 1,311558 8 0,5738613 3820,1 5,47
Residuos 0,001352 9 0,00015

Total 1,31291 17  0,5740116

* variagao explicada: 99,90%
* nivel de significancia: 99%

Conforme observa-se na Tabela 4.4, o teste F foi aplicado para analise
de variancia do planejamento experimental, sendo que o valor de F calculado
mostrou ser consideravelmente superior ao valor de F tabelado, no intervalo de
99% de confianga. /

Substituindo-se na Equacédo (3.1.'), anteriormente apresentada, o0s
coeficientes de regressdo estimados e, considerando-se apenas Os efeitos
estatisticamente significativos, obtém-se a Equacao (4.1)
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Pgiomassa = 0,26050 - 0,134250x, + 0,057750x,? - 0,134250x:x; - 0,129500x:x,>
+ 0,213750%,%,+ 0,138000x,x,> (4.1)

A Figura 4.4 mostra os valores preditos pelo modelo em fungdo dos
valores observados. Pode-se observar que ndo ha um desvio muito grande
entre os dados previstos pelo modelo e os dados obtidos experimentaimente.

14}
12 }
1,0 }
08 |

06 }

Valores Preditos

04}

02t

010 M A - A M A . "
0,0 0,2 0,4 0,6 08 -1,0 1,2 1,4

Valores Observados

Figura4.4 - Comparagéo entre os valores preditos e valores observados para
’ o modelo da produ¢ao de biomassa

A Figura 4.5 apresenta a superficie de resposta gerada pelo modelo, em
valores reais, ou seja, dimensionadp a uma temperatura fixa de 25°C.
Analisando-ée a supeficie d/e resposta demonstrada , verifica-se que a
producéo de biomassa é favorecida quando se utiliza maiores concentragdes
. de glicose em todas os valores de pH.
Porém, constata-se que a medida que o valor de pH decresce a

producdo de biomassa é aumentada.
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De acordo com o modelo obtido, a producdo de biomassa é melhor

favorecida quando faz-se a correlagdo ,entre pH 5,0 e concentracdo inicial de
glicose a 30g/L.

)OS SN

Figura 4.5 — Superficie de resposta da produgdo de biomassa em fungdo do
pH e concentracédo inicial de glicose

' 4.3. Otimizagdo das Condigoes de Cultivo in vitro

A otimizagdo das condicbes de cultivo do Ganoderma australe em
ambiente controlado levou em consideragdo principaimente a avaliagdo do
modelo estatistico, avaliacdo dos experimentos e a contaminagdo do meio.

]
I

4.3.1. Avaliagdo do modelo estatistico

Para que fosse possivel a definicdo do ponto étimo dos parametros, ou

seja, com significancia estatistica, foi necesséria a determinagdo do ponto de
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maximo de produgdo de biomassa através da Equagéo (4.1), onde se fez a
correlacdo com cada uma das variaveis independentes. Utilizou-se valores
adimensionais para substituicdo na referida equacéo.

A partir da Equacgéo (4.1), para os parametros pH e concentrago inicial
de glicose, obteve-se os respectivos valores adimensionais —1 e +1, para
escala de pH e concentragdo inicial de glicose, que em valores reais
correspondem a pH 5,0 e glicose a 30g/L, para uma maxima produgcdo de
biomassa de 1.07g em massa séca, sendo melhor demonstrado na Figura 4.6,

através das curvas de niveis.

- 0,182
- 0,271
--- 0,359
— 0,448

0,537

{glicose) (g/L)

-~ 0,626 bl

-—= 0,715
— 0,804
-~ 0,892 10 b . P
- 0,981 5,0 5,5 6,0 6,5 . 7.0 7.5 8,0

pH

Figura 4.6 — Curvas de nivel da produgdo maxima de biomassa (massa seca
em g).

,
4.3.2. Avaliagdo dos Experimentos

GERBER (2000), apresentou um trabalho sobre o cultivo do fungo
Ganoderma australe, utilizando como fonte de carbono o caldo de batata em
pH 6,5 e concentragao inicial de glicose a 20 g/L, com 25°C de temperatura,
para o crescimento do 'fungo in vitro. Sendo essa a razéo pela qual fixou-se a
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temperatura em 25°C e os valores de pH foram definidos em 5,0, 6,5 e 8,0,
sendo a concentragao inicial de glicose em 10, 20 e 30 g/L, respectivamente.
Comprovou-se experimentalmente, os resultados previstos pelo modelo
estatistico. Em menor pH e maior concentragéo inicial de glicose houve o
melhor rendimento de biomassa, estabelecida em valores de massa seca,

conforme é apresentado na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Producdo de biomassa (massa seca) do fungo Ganoderma
australe, cultivado em diferentes pHs e concentracées iniciais de
glicose, na temperatura de 25°C.

pHdomeio  Concentragcdo de Glicose Biomassa
| (g/L) (massa seca em Q)
5,0 10 0,3520
5,0 20 0,4525
50 30 . 1,0700
6.5 10 0,2405
6,5 20 0,2605
6,5 , 30 0,2625
80 10 0,0930
8,0 20 0,1840
8,0 30 0,2740

Para os experimentos realizados no pH 5,0, a produgdo de biomassa
aumentou significativamente com o aumento da concentragdo inicial de glicose
- para 30 g/L. Neste intervalo de pH, n&o houve problemas de contaminagéo de
quaisquer tipo de microorganismos.

Nos ensaios efetuados em pH 6,5, a producio de biomassa sé teve um
aumento consideravel com a elevacéo da concéntragéo inicial de glicose até
20g/L. A biomassa produzida foi; inferior quando comparada aos ensaio
realizados em pH 5,0. Essa foi a série que apresentou maiores problemas de
| contaminacao por fungos anemodfilos, onde a intensidade foi diretaménte
»-i"proporcional ao aumento da concentragdo inicial de glicose. A produgdo de
biomassa foi menos representativa quando os experimentos foram realizados
em pH 8,0, mas houve aumento de biomassa com a elevacéo da concentragéo
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inicial de glicose, nessa etapa também houve contaminagdo, porém, menos
representativa.

| Portanto, confirma-se a citagédo de LOUGUERCIO-LEITE (2000) de que
a maioria dos fungos parecem crescer meihor a niveis de pH de 4,0 a 7,0.
Observou-se de modo geral, que quanto maior a concentracado iniéial de glicose
disponivel no meio, maior foi a produg&o de biomassa.

A glicose € uma fonte de carbono amplamente utilizada. A maioria dos
fungos que tém sido testados mostram-se Capazes de utilizar a glicose como
Unica fonte de carbono e energia, por essa razdo é o material de escolha
quando se deseja desenvolver um meio de rotina para crescimento gapido
(GRAFFIN, 1994).

As contamina¢des foram constatadas na cultura em meio sélido e nas
duas etapas do cultivo em meio liquido, na estufa B.0.D. e no Shaker.

Os fungos respohsa’veis pelas contaminagdes foram Aspergi/lus sp.,
Fusarium sp. e Penicillium sp., esses estdo classificados como os principais
fungos contaminantes em culturas in vitro, segundo os trabalhos realizados por
(NUNES et al., 1995). Esses contaminantes instalaram-se facilmente nos meios
de pH 6,5 e em menor propor¢ao nos meios de pH 8,0. Porém, em ambos os
casos 0 grau de contaminagdo foi diretamente proporcional ao aumento de
concentracdo inicial de glicose.

Para o meio liquido vérias foram as medidas necessarias para que fosse

- possivel a eliminag@o completa dos agentes contaminantes.

Inicialmente, as rolhas que eram de algodao hidréfilo e protegidas por
papel Kraft e utilizou-se agua destilada no banho-maria. O material das rolhas
foi substituido por algodao hidréfobo, efetuou-se a vedag&o das mesmas com
filme de PVC transparente, manteve-se a agua destilada no banho-maria.

Porém, percebeu-se que conjuntamente com a turvagdo da agua do
banho-maria, as cohtaminagées voltaram a manifestar-se nas culturas.

Foi necessaria a aplicacdo de Hipoclorito de sédio na agua do banho-
maria, em uma concentracido de 0,3 ppm (parte por milhao) e substituicdo do
filme de PVC por fita de enxertia (Aglis), constituida por material degradavel a

" luz solar. A partir disso nenhum tipo de contaminag&o foi observado.
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As contaminagdes que estavam ocorrendo durante o cuitivo em estufa e
B.O.D., tanto do meio sdlido, quanto do meio liquido, foram sanadas apds a
vedacdo com a fita de enxertia.

Finalmente, apds a execucdo de todas as modificacdes acima citadas,
todo o processo de cuitivo foi testado em ambiente contaminado, n&o havendo
a constatagdo de qualquer tipo de contaminagao com nenhuma das culturas.

4.4. Ensaios Cinéticos
; Realizou-se um ensaio destrutivo a partir da melhor condicdo de
desénvolvimento do fungo obtida, ou seja, em pH 5,0 e concentracio inicial de
gliCo_se a 30g/L. O objetivo foi o monitoramento da concentracdo de glicose
fivre no caldo de cultura e da produgéo de biomassa (massa seca), nas etapas
~ de pré-cultivo e cultivo em meio liquido. |
A Tabela 4.6 demonstra a variagdo da concentragio de glicose no caldo
de batata e a producéo de biomassa do fungo durante o periodo de cultivo do
pré-indculo realizado em estufa B.O.D. a 25°C.

- Tabela 4.6- Concentragdo de glicose e biomassa seca (g/L) produzida em
400mL de caldo de batata, sem agitagdo, durante a etapa de pré-
cultivo realizada em B.O.D. a 25°C v

Periodo (dias) [Glicose]lg/L [Massa Seca] (g/L.)
0 26,80 0,725
1 23,30 - 1,000
2 27,20 1,175
3 23,60 1,625
5 24,80 _ 2,425
7 26,30 3,200
10 24,00 ‘ 4,000

e e et e
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Através da andlise dos dados obtidos e demonstrados na Tabela 4.6 ,
erifica-se uma oscilacdo na concentragcdo de glicose durante o periodo de
avaliagdo, sendo possivel inferir-se ter havido concomitante producdo e
consumo de glicose, com intervalos de maior consumo intercalados a outros
ie maior produgdo, havendo um aumento de biomassa de forma constante.

Em decorréncia da producdo de glicose pelo fungo a partir do
Jesdobramento da segunda fonte de carbono (caldo de batata), ndo foi
ossivel estimar o consumo de glicose; no entanto, observou-se a
:oncentragéo média de glicose no meio de 2514 g/L, mantida pelo
srganismo. .

A Figura 4.7 apresenta a cinética de crescimento do Ganoderma
wustrale, nas condicdes apresentadas na Tabela 4.6.

y = 0,3441x + 0,6451
R?=0,9927

F N
1

3 4

[Massa seca] (g/L)

12

Tempo (dias)

Figura 4.7 - Cinética de crescimento do Ganoderma australe, no periodo de
pré-cultivo em estufa B.O.D a 25°C.

Percebe-se que o crescimento ocorreu de forma linear é nao
exponencial como poderia ter ocorrido. Nao foi possivel a visualizagdo da fase
de adaptacdo do Ganoderma australe ao substrato , fato que confirma a
citacdo de GRIFFIN (1994), quando relata o sistema enzimatico e de

transporte de glicose, como constitutivos nos fungos.




47

O crescimento linear implica em uma redugdo da velocidade especifica
& crescimento do organismo. Essa constata¢cdo pode ser melhor observada na

-igura 4.8.
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Figura 4.8- Velocidade especifica de crescimento do Ganoderma australe, no
periodo de cultivo em estufa B.O.D.

A velocidade especifica de crescimento € assim inversamente
oroporcional & concentracdo da biomassa.

. Para confirmar a consisténcia dos dados obtidos nos ensaios em
B.0.D., avaliar o estudo cinético em um periodo de tempo superior a 10 dias e
também, fazer o cultivo em condi¢cdes de agitacdo que promovesse maior
oxigenacao, realizou-se ensaios cinéticos em Shaker por um periodo de 31
dias. Foram usadas as mesmas condi¢Ses de temperatura (25 °C), pH (5,0) e
glicose (30g/L) dos ensaios anteriores, estabelecidas pelo planejamento
experimental. Como inéculo do cultivo em Shaker, utilizou-se aliquotas
retiradas no décimo dia da cultivo em estufa B.O.D..

Os valores de concentragdo de glicose e biomassa, obtidos na etapa de
cultivo do indculo em Shaker, éstéo expressos na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7- Concentracéo de glicose e biomassa (massa seca) produzida em
150mL de caldo de batata, durante a etapa de incubacio em
Shaker ,a 25°C. '

Periodo (dias) [ Glicose] g/L [Massa Seca] (g/L)

0 23,00 1,333
1 23,80 ~ 1,633
6 30,00 2,133
11 28,50 5,533
16 28,00 - 7,000 _
21 24,40 9,200 r
26 28,40 11,000
31 ’ 30,00 16,666

»

;Analisando a Tabela 4.7, constata-se um comportamento semelhante
ao ocomrido com a cultura na primeira etapa, ou seja, oscilagdio na
concentracdo de glicose, sugerindo a produgdo e consumo de glicose,

ocorrendo de modo paralelo.

O cultivo do pré-inéculo realizado em estufa B.O.D., representado pela
Tabela 4.6 apresentou comportamento semelhante ao observado durante o
cultivo do inéculo em shaker demonstrado na Tabela 4.7, ‘néo havendo
novamenté a possibilidade de estimar o consumo de giicose pelo fungo, pela
mesma razdo anteriormente exposta. Observou-se porém, um discreto
 aumento, para 27,01g/L, na concentragio média de glicose mantida pelo fungo
no meio. v

Utilizou-se além da glicose, o caldo de batata como outra fonte de
carbono para o fungo. GRIFFIN (1994), cita que carbohidratos que produzem
glicose :séo‘ amplamente utilizados como fonte de carbono e energia para
fungos, sendo por essa razdo, o metabolismo do carbono visto iniciaimente
como o metabolismo da glicose. Segundo ALEXOPOLUS et al (1996), os
fungos possuem nutricdo absortiva e ndo ﬁXam carbono, portanto, para
quebrarem moléculas grandes e relativamente insoluveis, como oOs
carbohidratos, liberam enzimas digestivas no meio. Dessa forma, justifica-se o
aumento da concentragao de gliéose observada durante os ensaios cinéticos.

A cinética de crescimento do Ganoderma australe, para as condi¢des

'expressas na Tabela 4.7, é demonstrada pela Figura 4.9.
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Figura 4.9- Cinética de crescimento do Ganoderma australe, na etapa de
cultivo em Shaker.

A Figura 4.9 demonstra que o fungo continuou apresentando um
crescimento lihear, similar ao crescimento ocorrido na primeira etapa (Figura
4.7). Novamente, ndo foi possivel verificar o periodo de adaptacdo do
organismo ao substrato, pelas mesmas razdes citadas anteriormente.

A reducdo da velocidade especifica de crescimento esta meihor
representada pela Figura 4.10.

8's o7

g E 0,3

2. e

@ g 0,2 -

§ 'g 0,1 -

O

=5 o ‘ .
0 5 10 15 20

[Massa seca] (g/L)

F|gura 4.10 - Velocidade especifica de crescimento do Ganoderma australe, no
periodo de cultivo em Shaker
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Conforme veriﬁca-sé nas Figuras 4.9 e 4.11, a reducdo da velocidade
de crescimento ocorre de forma constante. Isto pode indicar que o nutriente
limitante esta sendo oferecido ao fungo a uma velocidade constante, ou ainda,
que esteja ocorrendo um processo de limitagdo do crescimento do fungo.

Para o experimento em Shaker (Figura 4.12) encontrou-se uma
velocidade especifica de crescimento (0,4561 g.dia™.L") superior aquela |
encontrada para o ensaio em estufa B.0.D (Figura 4.10) onde a velocidade
“especifica foi de 0,3441 g.dia™'.L™".

0 experimenfo em vShaker tem capacidade de suprir a cultura .com
maior aeragdo e difus@o de nutrientes que os experimentos em B.0.D. que
forarﬁ conduzidos de forrha estatica.

Assim, ha uma grande possibilidade de que o oxigénio seja um dos
fatores limitantes que impede que o organismo cresga de maneira
exponencial. Isto confirma a referéncia de GRIFFIN (1994) de que o efeito
inibitério decorrente da limitagcdo de oxigénio pode ser minimizado pela
agitacdo da cultura, o que também favorece a difus@o de nutrientes no meio.

Apesar do aumento da aeracdo nos ensaios em Shaker ter favorecido o
crescimento do organismo, esta ainda foi insuficiente para que o oxigénio n&o
fosse o n‘utn'ente limitante do crescimento, pois observou-se uma reduc&o na
velocidade especifica de crescimento. Seria interessante aumentar a
velocidade de transferéncia de oxigénio utilizando biorreatores que oferecam
baixa tens3o de cisalhamento, uma vez que o Ganoderma australe é um fungo
filamentoso e de desenvolvimento lento. Essa condi¢cdo de alta velocidade de
transferéncia de oxigénio e baixa tensdo de cisalhamento pode ser obtida
através do cultivo em biorreator ndo convencional do tipo loop-reactor.

A limitacdo fisica pode ter sido outro fator importante, pois o fungo, por

possuir nutricdo absortiva, utiliza o processo de colonizacdo do substrato.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

A partir da analise dos resultados obtidos no presente trabalho chegou-
se as seguintes conclusdes:
< Todas as varidveis independentes e suas interagcdes apresentaram
significancia estatistica, no planejamento experimental (fatorial 32);
> ~ A melhor condicdo de desenvolvimento do isolado de Ganoderma
australe (cepa ALE 012) ocorreu em pH 5,0 e concentragio inicial de glicose
em 30 g/L, para a temperatura de 25°C. Nessas condi¢des obteve-se 16,67 g/L

de biomassa seca em 30 dias de cultivo;

<  Constatou-se uma oscilagdo na concentracdo de glicose livre no caldo
de cultivo, através do monitoramento realizado no periodc de incubagio,
inferindo-se uma concomitante produ¢éo e consumo de glicose pelo fungo;

< O crescimento do fungo ocorreu de forma linear, onde a fase de

adaptacdo do Ganoderma australe ac substrato ndo pode ser visualizada,

< A velocidade especifica de crescimento do Ganoderma australe foi
inversamente proporcional & concentragdo de biomassa, indicando um

processo de inibicdo ou de limitagdo do crescimento;

<% A velocidade de crescimento do organismo foi maior no ensaio realizado
sob agitacdo. Experimentos em frascos agitados aumentaram a velocidade de
crescimento de 0,3441 para 0,4561g.h™*.L-1, mostrando que o oxigénio pode

ser o fator limitante de crescimento.



Sugestodes:

< Utilizar glicose como Unica fonte de carbono, a fim de obter parametros

estequiométricos como a converséo de substrato em biomassa;

> Realizar novos ensaios em pHs inferiores a 5,0 e concentragdes de
glicose superiores a 30 g/L visando um maior ganho na producgdo de
biomassa, uma vez qué 0 ponto de maior producdo obtido foi em uma
condi¢ido de extremidade;

< Avaliar a produgéo de biomassa e estabelecer a cinética de crescimento

do Ganoderma austra/é em biorreatores n&o convencionais “/oop-

reactors’, que oferecem alta transferéncia de oxigénic com baixa tensédo

de cisalhamento, uma vez que foi detectado uma possivel limitagcdo de

oxigénio;

<  Determinar as concentragGes de esterdides e triterpenos produzidos, a
partir das condi¢Ges de desenvolvimento aqui estabelecidas.
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