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RESUMO: Os cogumelos comestiveis e as plantas medicinais estio ganhando
importincia na atualidade pelos seus valores nutritivos e terapéuticos. O fungo
Basidiomicete Pleurotus ostreatus é considerado de alta importincia, porque,
além da producio de exopolissacarideos e biomassa, possui substincias
terapéuticas ativas. A planta medicinal Ginkgo biloba é oriunda da China e
possui constituintes farmacoldgicos ativos presentes nas folhas, sementes e raizes
que vém sendo usados para a prevencio e tratamento de doencas. Foi avaliada
a producio de biomassa de Pleurotus ostreatus em cultura submersa, o fungo
foi inoculado em meio de cultura BD liquida em diferentes concentracdes do
extrato aquoso de Ginkgo biloba. Estes indculos que contém o fungo foram
transferidos para erlenmyers e submetidos a agitacio a 150 rpm por 14 dias.
Apos determinacio de biomassa, houve crescimento micelial e o extrato desta
planta pode ser uma alternativa para estimular o crescimento do fungo e
aplica-lo na industria Nutricéutica e em Processos Biotecnoldgicos.
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PRODUCTION OF Pleurotus ostreatus
(JACQ.FR.) KUMMER BIOMASS
AFFECTED BY AQUEOUS EXTRACT OF
Ginkgo biloba AT DIFFERENT
CONCENTRATIONS

ABSTRACT: The importance of comestible mushrooms and medicinal herbs is
currently on the increase owing to their nutrition and therapeutic properties.
The basidiomycete fungus Pleurotus ostreatus is highly important due to its active
therapeutic compounds besides its production of exopolysaccharides and biomass.
Hailing from China, the medicinal plant Ginkgo biloba has active pharmaceutical
properties in leaves, seeds and roots which are used for the prevention and
treatment of several diseases. Production of Pleurotus ostreatus products in a
submerged culture has been evaluated. Fungus was inoculated in liquid BD
medium at different concentrations of Ginkgo biloba aqueous extract. Inocula
with fungus were transferred to Erlenmeyer flasks and stirred for 14 days at 150
rpm. Posterior to biomass determination, mycelial growth occurred and the
plant extract may be an alternative to stimulate fungus growth. Its application in
nutritional and biotechnological productions is highly appreciated.
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INTRODUCAO

A importincia dos cogumelos comestiveis est4 crescendo pelos
avancos tecnoldgicos que melhoram sua qualidade, produtividade
e custo de producio. (EIRA, 2004)

Na Antiguidade, os cogumelos comestiveis ja eram usados como
alimento de alto valor nutritivo e terapéutico. No entanto, na
atualidade, estes cogumelos estio atraindo a atenciio de pesquisadores
pelas suas propriedades fitoterapicas (RODRIGUES et al., 2003).

Em aplicacio medicinal, segundo Paccola-Souza e
colaboradores (2004), o Basidiomicete Lentinula edodes, conhecido
como Shiitake, contém atividades antimicrobiana, antitumoral,
antiviral e anticolesterol.

Os Pleurotus possuem diversas atividades terapéuticas; estudos
mostram grande capacidade de modular o sistema imunoldgico,
atividade hipoglicémica e antitromboética; diminuem a pressio
arterial e o colesterol sanguineo; possuem acdo antitumoral,
antinflamatdria e antimicrobiana (WISBECK, 2003).

Segundo Dias e colaboradores (2003), o cogumelo Pleurotus sajor-
cajuapresenta propriedades terapéuticas por serem titeis ao desenvolvi-
mento de drogas antitumorais e apresentarem propriedades farma-
céuticas. Entio, essa espécie pode fazer com que as pessoas tenham o
habito de consumir cogumelos por serem saudaveis, saborosos e suaves.

O cogumelo Pleurotus ostreatus, comumente chamado de
cogumelo ostra, hiratake ou shimeji, estd distribuido pelo mundo
todo, pertence a subdivisdo dos Basidiomicetos e possuem alto valor
nutricional (JOSE; JANARDAHANAN, 2000).

Quanto ao metabolismo, segundo Donini e colaboradores
(2005), os fungos secretam exoenzimas no periodo de seu
desenvolvimento degradando compostos para obtencio de carbono,
nitrogénio, enxofre e outros nutrientes.

A utilizacio de diversos tipos de substratos, pelo fungo, depende
dasua capacidade de secretar celulases, hemicelulases e lignases,
liberando nutrientes para seu desenvolvimento (BUSWELL; CAI;
CHANG, 1996 apud ROSSI; MONTEIRO; MACHADO, 2001).

Quando os fungos do género Pleurotus, sdo cultivados em meio li-
quido, tém a capacidade de produzir exopolissacarideos (BURNS et.
al, 1994), além de sua biomassa flingica que pode servir como indculo
para o cultivo de cogumelos em meio sélido (KAWALI et. al, 1995).
Também, a fermentacio submersa tem vantagens, pois ocupa espacos
reduzidos, diminui custos e chances de contaminacio (RUBEL, 2006).

Em cultivo submerso de Ganoderma lucidum sob agitacio, segundo
Rubel (2006), o crescimento celular foi limitado e de aspecto
particulado, mas a agitacio do caldo de cultura incrementou a
producio de EPS (exopolissacarideos). Os autores Yang e Liau (1998)
analisaram diferentes velocidades de rotacio e relataram grau de
agitacio 6timo a 150 rpm, e a producio de exopolissacarideos por
Ganoderma lucidum foi maxima em cultivo submerso.

Segundo Kim e colaboradores (2003), a producio de
exopolissacarideos do fungo Pecilomyces sinclairii foi aumentada pelo
alto nivel de oxigénio dissolvido a uma alta taxa de aeracio (3.5
v.v.m.) associada com alta densidade hifal. Um fator critico, segundo
estes autores, para a producio de biomassa micelial e EPS, foi a
intensidade de agitacio (250 ver. min ).

Portanto, a velocidade de agitacio e aeracio e incremento do
meio de cultivo também sio fatores importantes para a producio
de biomassa e EPS.

Outro objeto de estudo sdo as plantas medicinais utilizadas com
objetivos terapéuticos para virias doencas; estas plantas vém sendo

usadas na cultura popular durante anos e, atualmente, é o interesse
em estudos, porque algumas delas possuem constituintes
farmacoldgicos importantes e saudaveis.

Destacase, entdo, a planta medicinal Ginkgo biloba pertencente a
familia Ginkgoaceae das mais antigas eras que em constituintes
farmacoldgicos e anos e, atualmente, os cogumelos e prev, esta drvore
robusta pode atingir 40 m de altura e é resistente a insetos e
microrganismos que causam danos, assim como toxinas ambientais
da civilizacio moderna (SCHULZ et. al., 2002).

As acdes desta planta se resumem a alguns beneficios como:
vasorregulador, potencializador da cognicio, aliviador de estresse e
regulador de genes. Esta Gimnosperma possui dois componentes
ativos principais: os flavonoides e terpenoides. Os flavonoides
correspondem a 24% do EGB 761 que retiram os radicais livres,
diminuem a viscosidade sanguinea e a fragilidade capilar; atuam no
fator de relaxamento endotelial; tém propriedade antioxidante;
provocam reducio na rigidez dos eritrocitos e leucdcitos; aumentam
a biossintese de prostaciclina. Os ginkgolideos inibem o fator de
agregacio plaquetaria (PAF) (NASSIS et al., 2001).

Atualmente, o grande interesse nessa planta estd nos
constituintes farmacolégicos ativos presente nas folhas, sementes e
raizes que vém sendo utilizados para a cura de doencas simples,
como asma e bronquite, e auxiliam no tratamento de Alzheimer.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producio de biomassa
de Pleurotus ostreatus em cultura submersa, sob acio do extrato
aquoso de Ginkgo biloba

2METODOLOGIA

2.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foram folhas secas de Ginkgo biloba que
foram adquiridas em estabelecimento comercial da cidade de
Arapongas, Parana.

2.2 INOCULO

Os inoéculos de Pleurotus ostreatus foram obtidos no Banco
de Germoplasma do Cesumar - Centro Universitario de Maring,
em que a matriz desta linhagem foi inoculada em meio batata-
dextrose-agar (BDA) em placas de Petri e submetida a crescimento
em estufa bacterioldgica a 25°C.

2.3 PREPARO DE EXTRATO BRUTO DE GINKGO BILOBA

Para cada 100g de folhas secas de Ginkgo biloba, foram
acrescentados 500 mL de 4gua destilada em um balao volumétrico.
Este conteudo foi fervido por 30 min em uma manta térmica
(Clevenger®) e depois foi filtrado em papel filtro, resultando 200
mL de extrato aquoso.

2.4INOCULOS DE PLEUROTUS OSTRATUS EM TUBOS DE
ENSAIO CONTENDO DILUICOES DE GINKGO BILOBA

Neste procedimento, obteve-se um total de 45 tubos de
ensaio apos trés tratamentos.

O tratamento denominado “A” foi constituido de 15 tubos de
ensaio e em cada um destes com um contetido de 5 mL de meio de
cultura BD (dextrose-batata), acrescido de extrato aquoso de Ginkgo
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biloba diluido a 10% (1000 ul do extrato bruto aquoso de Ginkgo
biloba + de 9 mL de dgua destilada). Com o auxilio do pipetador
automatico, foram transferidos 500 pl desta diluicdo para os
respectivos tubos de ensaio.

O tratamento “B” possuia 15 tubos de ensaio contendo 5 mL
de meio de cultura BD, acrescido de extrato de Ginkgo biloba
diluido (1000 ul da dilui¢io do tratamento anterior +9 mL de
4dgua destilada)..Com o pipetador automético, foram transferidos
500 pl para os respectivos tubos de ensaio.

O tratamento “C”, denominado de “controle”, possuia 15
tubos de ensaio com contetiddo de 5 mL de meio de cultura BD,
sem extrato vegetal de Ginkgo biloba.

Todos os tubos de ensaio foram autoclavados a 121°C por
15 min.

Depois da esterilizacio, foi inoculado, em cada um dos tubos de
ensaio, um disco de 9 mm do micélio fungo das placas de Petri,
contendo o fungo Pleurotus ostreatus, previamente obtidas no Banco
de Germoplasma. Todo este processo foi realizado em cimara de
fluxo laminar a fim de diminuir a contaminacio externa.

Os tubos inoculados foram armazenados em estufa
bacterioldgica a 25°C por 14 dias e foi observado o crescimento.

2.5 CULTIVO SUBMERSO EM ERLENMYERS
SUBMETIDOS A AGITACAO

Os tubos de ensaio que cresceram por 14 dias foram usados
como indculos para o cultivo submerso em erlenmyers (125 mL)
por 14 dias, submetidos a agitacio no Shaker ® a 150 rpm a
temperatura de 37°C.

Foram usados 20 erlenmyers e foram obtidos trés
tratamentos; sete erlemmyers eram o tratamento “1”; sete para
o tratmento “2” e seis erlenmyers para o “tratamento-controle”.

Para o tratmento “1”, cada erlenmyer continha 40 mL de
meio de cultura BD com 5 mL de extrato aquoso bruto de
Ginkgo biloba sem diluicio.

Para o tratamento “2”, cada erlenmyer apresentou contetido
de 40 mL de BD com 5 mL de extrato aquoso de Ginkgo biloba
diluido a 10%.

No tratamento-controle, cada erlenmyer apresentou
contetdo de 45 mL de BD.

Todos os erlenmyers foram autoclavados a 121°C por 15 min.

Em cAmara de fluxo laminar, os contetiddos dos tubos de ensaio
dos tratamentos “A”, “B” e “controle” do procedimento anterior
foram transferidos para erlenmyers, obedecendo a ordem: tubos
de ensaio do tratamento “A” serviram de inéculo para o erlenmyers
do tratamento “1”; tubos de ensaio do tratamento “B” serviram
de in6culo para erlenmyers do tratamento “ 2”. Tubos de ensaio
do tratamento-controle serviram de inoculo para os erlenmyers
do tratamento-controle.

Ap6s este processo, os erlenmyers foram vedados com
Parafilm e colocados no Shaker.

2.6. PRODUCAO DE BIOMASSA

Foi obtida uma média da quantidade de biomassa produzida
ap6s 14 dias de crescimento dos cultivos produzidos nos 20
erlenmyers. Para obtencao da biomassa, o contetido de cada frasco
foi filtrado a vacuo com auxilio de papel filtro, que foi colocado
sobre um funil de porcelana conectado 2 bomba a vacuo.

Os papéis filtro foram colocados na estufa a 40°C por 10 min
para retirar qualquer umidade e para que esta nio interferisse no
peso seco do papel filtro. Em seguida, foram pesados em uma balanca
semi-analitica e depois os papéis foram dispostos no filtro de porcelana
e procedeusse & filtracdo. Os papéis, apds a filtracio, foram colocados
na estufa de secagem e, no dia seguinte, foram submetidos a pesagem.

A diferenca entre o peso inicial (peso do papel antes de filtrar)
e o peso final (peso do papel ap6s a filtracio e posterior secagem)
resulta no valor do peso seco da biomassa.

2.7. PARAMETROS ESTATISTICOS

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
ao acaso. Cada tratamento foi repetido sete vezes e os dados foram
submetidos a anlise de Varidncia e as médias entre tratamentos
comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A anilise foi realizada com o auxilio do programa SISVAR
da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento observado em erlenmyers sob agitacio foi
vigoroso no Tratamento 1 que continha extrato aquoso de Ginkgo
biloba concentrado e inferior no controle que continha somente o
caldo BD sem extrato vegetal.

Os resultados foram significativos, segundo o teste de Tukey,
pois os dados que foram relacionados com o peso de biomassa
fungica indicam que houve estimulo no crescimento micelial nos
tratamentos em que foram adicionados extrato de Ginkgo biloba sem
diluicdo, ao passo que, no tratamento ao qual foi adicionado extrato
aquoso de Ginkgo biloba diluido a 10%, houve crescimento, mas
inferior ao Tratamento 1 (Tabela 1); (grafico 1).

Tabela 1. Valores médios de Biomassa (g) de Pleurotus ostreatus cultivados
em erlenmyers, contendo extrato aquoso de Ginkgo biloba, apds 14
dias de crescimento.

Tratamentos Biomassa (g)
Controle 0,05 ¢
Tratamento 1 com extrato de
G. biloba sem diluicio 0,142 a
Tratamento 2 com extrato de
G. biloba diluido a 10% 0,078 b

* Médias seguidas de letras diferentes representam diferenca
estatistica pelo Teste de Tukey a 5%

0.16+
0.141
0.121
0.14
0.08-
0.064
0.041
0.02]
0

Controle

M Tratamento 1

Tratamento 2

Figura 1. Valores médios de Biomassa (g) de Pleurotus ostreatus
cultivados em erlenmyers contendo extrato aquoso de Ginkgo biloba,
ap6s 14 dias de crescimento
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Este crescimento abundante pode ser pela adicdo de
componentes presentes nas folhas da G. biloba que estimularam o
metabolismo fungico de P. ostreatus .

Segundo Murilho (2006), este crescimento ¢ pelo enriquecimento
do meio de cultivo, ao se adicionar extratos e, portanto, estas
substincias poderiam ser utilizadas como estimulantes para o
desenvolvimento e na melhoria de produtos e processos
Biotecnoldgicos envolvendo Basidiomicetes.

Como o meio de cultura BD (batata-dextrose) foi o meio pelo
qual foi realizado todo o experimento, os fungos tdm maior fonte de
nutrientes e, em especial, dextrose (glicose). Os fungos de Género
Plewrotus tém facilidade em se adaptar a diferentes substratos,
convertendo-os em nutrientes para seu desenvolvimento, excretando
componentes para 0 meio. Em experimentos conduzidos sob
agitacdo, foi observado maior consumo de glicose (0,90 g/L) pelo
fungo Ganoderma lucidum (RUBEL, 2006).

Donini e colaboradores (2005) concluiram que, nas linhagens
de Pleurotus analizadas, foram encontradas médias maiores em
todos os meios que foram adicionados a dextrose, mostrando sua
importincia no fator de crescimento.

Porém, a Ginkgo biloba, em meio BD, estimulou muito mais o
crescimento por ter enriquecido este meio e por ter sido fonte de
nutrientes, além da dextrose do meio de cultura onde os fungos
estavam, provando que a Ginkgo biloba pode ser um importante
estimulador de crescimento micelial de Pleurotus ostreatus.

Além das propriedades farmacologicas desta planta, esta serve
de substrato para o crescimento de fungos Pleurotus tornando-a
uma alternativa para estimular o crescimento deste fungo e aplica-
lo na industria nutricéutica.
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