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RESUMO

GASPAR JÚNIOR, P.J. Requerimentos nutrícionais e caracterização
enzimática de isolados do cogumelo Agaricus blazei. 2003. 66p. Dissertação
(Mestrado em Ciências dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras MG.*

Estudos recentes demonstraram que polissacarideos (P-glucano e
complexo glucano-proteína) do cogumelo Agaricus blazei apresentam uma aha
atividade antitumoral. Dada a sua importância e conseqüente aumento de
produção no BrasiL há uma grande necessidade de estudos básicos sobre essa
espécie com o objetivo futuro de uma maior produtividade. Neste aspecto, a
qualidade dos inoculantes utilizados como "semente" para a colonização do
composto tem sido um ponto fundamental na produção do cogumelo. Isto toma
necessário avaliar quais fatores nutrícionais são necessários para o crescimento
micelial e a formação dos corpos de frutificação, abrindo a possibilidade de
utilização de diversos resíduos agro-industriais na composição do substrato de
cultivo. Dessa forma, diferentes isolados crescem de maneira diferente em um
mesmo meio de cultura, indicando possíveis diferenças fisiológicas entre os
mesmos. Nesse aspecto, o objetivo desse trabalho foi determinar os
requerimentos nutrícionais do Agaricus blazei para a produção micelial em meio
de cultura e avaliar o potencial enzirnático de diferentes isolados com relação a
celulose e xilana, as quais são algumas das principais substâncias presentes no
composto de cultivo desse cogumelo. As análises nutrícionais demonstraram que
a adição de micronutrientes, peptona e extrato de levedura foi essencial para um
crescimento micelial vigoroso do fungo, sendo assim definido um meio
denominado meio básico completo (MBC) para a produção de massa micelial.
Para os ensaios enzimáticos foi definido o meio básico (MB), constituído apenas
dos sais mineirais, acrescido da fonte de carbono (celulose microcristalina ou
carboximetilcelulose ou celobiose ou xilana a 1%) e extrato de levedura a
0,01%. A utilização de uma menor concentração de extrato de levedura foi
importante para evitar a repressão da atividade enzimática. Foram feitos ensaios
para caracterização enzimática de exoghicanase, endoglucanase, p-glicosidase e
xilanase. Os resultados indicaram uma grande diversidade quanto a atividade
enzimática, mostrando que, possivelmente, os isolados estudados são de
diferentes origens. Através dos resultados obtidos, poderá ser possível
correlacionar as atividades enzirnáticas de cada isolado com a capacidade de
utilização do composto e produção de cogumelos, permitindo estabelecer o seu
potencial como inoculante comercial.

* Comitê de orientação: Eustáquio Souza Dias - UFLA (Professororientador),
Rosane Freitas Schwan - UFLA.



ABSTRACT

GASPAR JÚNIOR, P.J. Nutritional requirements and enzymatic
characterization of isolates of the mushroom Agaricus blazei.. 2003. 66p.
Dissertação (Mestrado em Ciências dos Alimentos) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras MG.*

Recent studies showed that the polysaccharides (p-glucan and the complex
glucan-protein) from the mushroom Agaricus blazei presented a high
antitumoral activity. Due to its importance and consequent increase in the
production in Brazil, there is a necesshy of basic studies to improve the
knowledge about this specie aiming to enhance the productivity. The quality of
the moculum utilized as 'spawn' for the colonízation of the compost is one of
the fundamental points for the production of the mushroom. For better
understanding ofthe growth of lhe mushroom in those substrates it is necessary
to evaluatethe nutritional fàctors which are responsible for the mycelial growth
and formation of fhiiting body. This will increase the possibility ofutüizationof
different residues in the composition of the substrato for cultivation of the
mushroom. It is know that different isolates have different growth rates when
growing in the same culture médium, which indicate possibly that there is
physiological difference among them. The aim ofthis work was to determine the
nutritional requirements ofAgaricus blazei for the production ofmycelia growth
in culture médium and evaluate the enzymatic potential of these isolates in
relation to cellulose and xylan, which are ones of the principal compounds
present in the compost. The nutritional analyses indicated that the addition of
micronutrients, peptone, calcium and yeast extract was essential for the mycelia
growth of Agaricus blazei, so the médium contained these ingredients were
called Complete Basic Médium (CBM) for the mycelia production. For the
enzymatic assays it was used the Basic Médium (BM) supplementedwith 0,01%
of yeast extract and 1% of cellulose microcristalina or carboximetilcellulose or
celobiose or xylan. It was important to utilize small concentration of yeast
extract to avoid repression of the enzymatic activity. ft was done
characterization of exoglucanases, endoglucanases, P-gUcosidase and xylanase.
The resuks indicated that there is a great diversity in relationto enzyme activity,
showing that possibly the isolates studied can be from different origins.
Throughtout this work, it will be possible to correlate the enzymatic activity of
each isolate with the abihty to utilize the compost and mushroom production
with could establish its potencialas commercial moculum.

* Guidance comrnhtee: Eustáquio Souza Dias - UFLA (Major Professor),
Rosane Freitas Schwan - UFLA.



1 INTRODUÇÃO

Estudos realizados no Japão mostraram que os corpos de frutificaçãodo

cogumelo Agaricus blazei apresentavam uma alta concentração de p-glucanos

associados às proteínas, formando um complexo glucano-protéico com forte

atividade antitumoral (Mizuno et ai., 1990; Kawagishi et ai., 1990; Chang et ai.,

2001). Esses cogumelos exibem atividade antimutagênica que pode contribuir

para um possível efeito anticarcinogênico (Delmanto et ai., 2001; Menoli et ai.,

2001)e ainda podemaumentara resposta imunológica pelo aumento da produção

de anticorpos (Nakajima et ai., 2002). Takaku, Kimura e Okuda (2001)

conseguiram isolar uma fração lipídica, o ergosterol, que inibe a angjogênese e

não é inativado por via oral. Grube-Baiba et ai. (2001) afirmaram que uma dieta

rica em cogumelospode diminuir a proliferação do câncer de mama.

As propriedades medicinais do Agaricus blazei despertaram um grande

interesse do mercado consumidor japonês, o qual tomou-se o grande importador

de Agaricus blazei. No entanto, o aumento de produção desse cogumelo no Brasil

ocorreu sem que houvesse estudos científicosespecíficos para essa espécie. Com

isso, a produção desse cogumelo foi implementada com base na tecnologia de

cultivo do Agaricus bisporus.

O Agaricus blazei é um fungo que se assemelha muito ao Agaricus

bisporus quanto às condições de cultivo para a produção de cogumelos,

apresentando como principal diferença a temperatura de indução da frutificação

(25° C para o A. blazei e 17° C para o A. bisporus). As duas espécies exigem

condições muito semelhantes em relação ao substrato de cultivo e a indução da

frutificação. Por isto, o processo de compostagem utilizado é basicamente o

mesmo para as duas espécies, podendo-se utilizar também praticamente a mesma



matéria-prima. Considerando todas estas semelhanças, é de se esperar que o A.

blazei apresente uma grande semelhança em relação ao A. bisporus quanto as

suas exigências nutrícionais e, conseqüentemente, um sistema enzimático muito

parecido.

O conhecimento do potencial enzimático doAgaricus blazeicom relação

às principais substâncias presentes no composto de cultivo desse cogumelo, como

a celulose, poderá ser importante para avaliar a capacidade de vários isolados

quanto á utilização do composto e a produção de cogumelos, permitindo

estabelecer o seu potencial como inoculantecomercial.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Características do reino Fungi

Os fungos são organismos heterotróficos que utilizam compostos

orgânicos formados por outros organismos. Alguns fungos são saprófitas,

alimentando-se de organismos mortos ou de seus restos, como o estéreo. Outros

vivem como parasitas nas células de outros fungos, plantas ou animais. Eles

absorvem seus nutrientes, secretando enzimas digestivas que quebram

macromoléculas em substâncias simples que, dessa forma, podem entrar nas

células por osmose ou outros mecanismos especializados de transporte

(Landecker, 1996).

Enzimas extracelulares podem ser encontradas em mucilagens

extracelulares que contêm uma grande proporção de polissacandeos,

principalmente P-glucanos, ramificados com polímeros de glicose que são

constituintes normais da parede celular. O invólucro mucilaginoso pode ser um

local de reserva para enzimas digestivas secretarias e também o local do início da

absorção de nutrientes. Microfibrilas de quitina e/ou celulose estão entrelaçadas e

embebidas na matriz amorfa que envolve os fungos, formando o esqueleto que

confere a sua estrutura morfológica característica. Essa estrutura ocorre em uma

camada simples enquanto as outras camadas ocorrem de forma homogênea,

consistindo primariamente de proteínas amorfàs e/ou carboidratos. A matriz

contém proteínas e polissacandeos, como as glucanas ou mananas e polímerosde

glicose e manose, (Landecker, 1996).



2.2 Digestão extracelular de nutrientes

Os fungos estão em contato direto com nutrientes em seu meio.

Moléculas menores, como açúcares simples e aminoácidos em solução, rodeiam a

hifà, podendo ser absorvidas por ela. Grandes polímeros insolúveis, como

celulose, amido e proteínas, precisam sofrer uma digestão preliminar antes de

serem usados. As enzimas digestivas füngicas extracelulares controlamas reações

de hidrólise que clivam as grandes moléculas em componentes mais simples. As

enzimas digestivas são altamente específicas. Uma vez absorvidas, as moléculas

pequenas são atacadas por enzimas intracelulares (Landecker, 1996).

A habilidade para utilizar moléculas grandes depende da habilidade dos

fungos em digeri-las, uma vez que isso depende do seu arsenal enzimático. Os

fungos possuem um grande número de enzimas mas a maioria está inativada até

que entrem em contato com o substrato, fazendo com que as enzimas possam

atuar (Landecker, 1996).

Todas as moléculas e íons que entram em uma célula precisam passar

pela parede celular e pela membrana plasmática. A membrana plasmática é uma

membrana semipermeável que regula o movimento de solutos dentro da célula.

Quase todos os ions são transportados ativamente, tanto os cátions (potássio,

magnésio, manganês, forro e amônio) como os ânions (fosfato e sulfato)

(Landecker, 1996).

23 Classificaçãoe importância do Agaricusblazei

O cogumelo Agaricus blazei é um fungo da família Agaricaceae,

pertencente à divisão Basidiomycota. E um organismo saprófita que necessita do

fornecimento de substâncias orgânicas em decomposição para o seu

desenvolvimento.



Estecogumelo foi encontrado naturalmente nas regiões serranas da Mata

Atlântica do sul do estado de São Paulo e passou a ser conhecido principalmente

pelas suas propriedades medicinais. No Brasil, recebe o nome comercial de

Cogumelo de Deus, Cogumelo Princesa e Cogumelo Piedade. Este último devido

ao fato de ter sido no município de Piedade, sudoeste de São Paulo, o local em

que se iniciou o cultivo nas décadas de 60 e 70. No Japão, recebe o nome de

comercial de Himematsutake ou Kawariharatake (Kawagishi et ai., 1990; Mizuno

et ai., 1990).

Polissacandeos foram isolados e purificados de corpos de frutificação,

micélio e culturas filtradas de Agaricus blazei, exibindo alta atividade

antitumoral (Mizuno et ai., 1990; Nakajima et ai., 2002), aumentando a

resistência do organismo através da potencialização do sistema imunológico

(Mizuno et ai., 1995).

Takaku, Kimura e Okuda (2001) isolaramuma substância antitumoral

da fração lipídica do Agaricus blazei chamada ergosterol que também é

encontrado em Lentinula edodes e Polyporus umbellatus. Os resultados sugerem

que o ergosterol e seu metabóhto (ergocalciferol) estejam envolvidos na inibição

da angiogénese.

Vários polissacandeos anticarcinogênicos extraídos de basidiomicetos

sãocompostos por ligações p-1,3 D-glicose. No entanto, a principal característica

do Agaricus blazei é o fato de apresentar um conteúdo único de D-glucano,

formado exclusivamente por ligações p-1,6 as quaisestãoassociadas á atividade

antitumoral (Menoli et ai., 2001).

Segundo Grube-Baiba et ai. (2001), a produção de aromatase/estrógeno

sintetase desempenha um papel dominante no desenvolvimento do câncer de

mama. Um extrato preparado de Agaricus bisporus suprimiu a atividade de

aromatase dose dependente. Estes resultados sugerem que uma dieta rica em



cogumelos pode modular a atividade da aromatase e funcionar ativamente na

prevenção pós-menopausa do câncer de mama pela redução da produção de

estrógeno.

2.4 Fontes nutrícionais

Considerando que os fatores nutricionais sãomuito importantes para o

crescimento micelial e a produção de cogumelos, é interessante a avaliação de

diferentes isolados quanto aos seus requerimentos nutricionais e crescimento em

diferentes substratos. Isolados mais rústicos, que apresentam crescimento mais

rápido e vigoroso, podem ser importantes num programa deseleção de linhagens

para a produção de inoculantes comerciais.

2.4.1 Macroelementos essenciais

Moléculas orgânicas que nutrem qualquer organismo contém grandes

quantidades de carbono, hidrogênio e oxigênio, sendo consideradas

macroelementos essenciais. Esses elementos são requeridos para sustentar o

crescimento normal e o desenvolvimento füngico porque fazem parte de

componentes celulares e de enzimas envolvidas na sua sobrevivência. A obtenção

de hidrogênio e oxigênio provém da água ou quando compostos orgânicos são

metabolizados. Já o carbono provém principalmente de substratos orgânicos

utilizados por fungos. Outros elementos são também requeridos pelos fungos,

comomacronutrientes, entreeleso nitrogênio, enxofre, potássio, magnésio, cálcio

e fósforo (Griffin, 1994).

2.4.2 Carbono

Metade do peso seco de células fúngicas consiste de carbono, o que

indica a importância funcional desse componente. Compostos orgânicos são



usados na estrutura celular e também como fonte de energia através da sua

oxidação. Os fungos podem utilizar uma ampla variedade de compostos

orgânicos, que incluem carboidratos (mono, di, oligo e polissacarídeos), lipídeos,

proteínas e ácidos orgânicos. No entanto, os carboidratos constituem a principal

fonte de carbono (Landecker, 1996).

Cada molécula de açúcar (pentose ou hexose) tem um grupamento

aldeído e cetona que pode ser reduzido para formar um derivado alcoólico de

açúcar ou oxidado para formar um ácido derivado de açúcar (carboxílico). O

açúcar que promove o crescimento dequase todos os fungos é D-Glicose. Muitos

fungos podem utilizar ainda D-Frutose e D-Manose com bons resultados de

crescimento. Das pentoses, a D-Xilose também pode obter bons resultados em

alguns fungos, mas a maioria funciona como uma fonte pobre em carbono. Os

açúcares alcoólicos podem ser usados como fonte de carbono, mas são menos

eficientes do que os açúcares simples. O manitol (derivado da redução da D-

Frutose ou D-Manose) é uma exceção, pois pode obter um crescimento

equivalente a D-Glicose em alguns fungos (Landecker, 1996).

Os açúcares simples como a glicosee seus derivados produzem energia

quando oxidados. Nafiàa, Ravel & Guillaumin (1998), ao trabalharem com

fungos endofíticos de grarnineas, observaram que a maioria dos isolados

apresentaram crescimento mais rápido com altas concentrações de glicose (1 a

6%). Segundo os mesmos autores, esses manossacarídeos estão presentes em

baixas concentrações quando comparados com outros organismos. Sua energia

pode ser estocada no dissacarídeotrealose e em açúcares alcoólicos como glicerol

e manitol. O glicerol foi encontrado nas lamelas de Agaricus bisporus recém-

colhido, mas em quantidade inferior aos demais polióis (Beecher, Magan &

Burton, 2001). O manitol acumula-se nos corpos de frutificação de cogumelos

(30% peso seco), considerando que sua concentração no mícélio é



significativamente mais baixa, de 1a 5% (Wannet etai., 2000). Provavelmente, o

manitol possue uma atividade osmótica durante o crescimento do esporóforo e é

sintetizado através da redução da frutose pela manitol desidrogenase (Wannet et

ai., 2000). Os fungos produzem polissacandeos que podem ser fonte de energia

de reserva como glicogênio e quitina, que ocorrem na maioria das paredes

celulares füngicas (Wannet et ai., 2000). Manitol e trealose também foram

encontrados nos corpos de frutificação de Agaricus blazei, Antrodia camphorata

e Cordyceps militaris (Chang et ai., 2001). O dissacarídeo trealose é altamente

resistente ao calor devido à ausência da extremidade redutora (Saito etai., 1998),

apresentando a propriedade de estabilizar membranas e enzimas contra a

desnaturação térmica, é encontrado em pequenas proporções, representando

menos de 5% do peso seco do cogumelo (Maheshwari, Bharadwaj &Bhat, 2000).

Tanto dissacarídeos como polissacandeos são importantes fontes de

carbono na natureza. Em reações catabólicas de respiração e fermentação, os

polissacandeos utilizados como nutrientes podem ser digeridos e seus

constituintes, assimilados (Kersten et ai., 1999). Os dissacarídeos são

abundantemente produzidos e podem também ser liberados pela quebra dos

polissacarídeos. Para poder utilizá-los, os fungos precisam produzir enzimas

digestivas extracelulares, que irão clivar as ligações glicosídicas entre os

monômeros (Chantaraj et ai., 2000). Depois, os açúcares e seus derivados

poderão serdigeridos e o fungo poderá absorvê-los e utilizá-los eficientemente.

A habilidade dos fungos em usar esses elementos depende da sua

habiUdade em digeri-los e absorvê-los como açúcares simples. A incapacidade de

usar um d^rminado complexo de carboidratos é devida à sua bidrólise

ineficiente, não tendo nenhuma correlação com a sua absorção. Um fungo capaz

de hidrolizar um polímero écapaz de crescer tanto em um meio com um polímero



deglicose comoem um meio com glicose livre. Amidoe celulose sãoamplamente

utilizados como fontes de carbonopelos fungos (Miles & Buswell, 1993).

Os fungos diferem na sua habilidade em utilizar diferentes fontes de

carbono, principalmente fontes específicas que podem ser alteradas por uma

combinação de nutrientes presentes ou por alterações nas condições de cultivo,

como a variação de pH. Se um fungo é nutrido por diversas fontes de carbono,

haverá uma preferência por determinada fonte. Essa mistura de fontes provoca

melhor crescimento do queuma fonte simples. Por exemplo, glicose e galactose

em combmação proporcionam um crescimento melhor doqueglicose ou galactose

sozinhos (Miles & Buswell, 1993).

2.43 Nitrogênio

De 60 a 70% do nitrogênio total da célula fiingica é proteína. O

nitrogênio que não existe como proteína ocorre como ácido nucléico, quitina,

fosfolípídíos, vitaminas e metabólitos não essenciais (Kersten et ai., 1999; Boyle,

1998). As proteínas formadas pelos fungos são similares às outras de outros

organismos, contando com a participação de 20 aminoácidos. Muitas proteínas

são ligadas covalentemente com carboidratos para formar glicoproteinas e

peptídeoglicanos que sãoencontrados dentro de membranas ou paredes celulares.

As glicoproteinas desempenham várias funções. Dentre elas, servem como

componentes estruturais, enzimas ou como reguladores do contato celularcomo

na fusão celular na plasmogamia. Outras proteínas servem como enzimas,

atuando como catalisador em todas as funções metabólicas (Landecker, 1996).

Os fungos utilizam nitrogênio inorgânico na forma de nitrato, nitrito e

amónia ou nitrogênio orgânico na forma de aminoácidos, peptídeos e peptonas

(Miles & Buswell, 1993).



Nem todos os fungos usam as fontes de nitrogênio com a mesma

facilidade. Alguns requerem uma forma específica de assimilação. Numerosos

fungos utilizam nitrato como forma de nitrogênio, mas a incapacidade de

assimilá-lo é comum entre os basidiomicetos. Onitrato, para ser usado por alguns

fungos, precisa ser reduzido em amônia antes de ser incorporado em compostos

orgânicos. O nitrito pode servir como fonte de nitrogênio em alguns fungos que,

inclusive, são capazes de usar nitratos. No entanto, o nitrito pode exercer efeitos

tóxicos pela desaminação de aminoácidos ou por interferir no metabolismo do

enxofre. Nitritos não são usados rotineiramente em laboratórios na preparação de

meios de cultura. Numerosos fungos, por não conseguirem reduzir o íon nitrato,

utilizam onitrogênio na forma de íon amônio ou na forma de nitrogênio orgânico,

que possui o mesmo estado de oxidação. Em um meio de cultura, o nitrogênio

orgânico pode ser proposto como aminoácidos, peptídeos ou peptonas

(Landecker, 1996).

Ocorre uma grande variação na resposta ao uso de diferentes

aminoácidos. Apesar de a resposta ser diferente em diferentes espécies, pode-se

observar que quando a asparagina é adicionada ao meio de cultura,

freqüentemente o fungo apresenta bom crescimento. Isso também pode ser notado

com o uso de gücina, ácido glutâmico e aspártico. Ao contrário, ao se usar

leucina, o crescimento foi fraco. Ocrescimento é melhor quando seusam diversos

aminoáciodos juntosdoqueseparadamente (Chang et ai., 2001).

De acordo com Boyle (1998), a maioria dos suplementos que contém

nitrogênio aumenta o crescimento micelial, enquanto outros elementos, como

vitaminas ou carboidratos, têmumefeito menor. Complexos denitrogênio como a

caseína hidrolisada aumentam o crescimento micelial e inibem a degradação de

lignina maisdo queuma fonte simples como o glutamato.
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Segundo Kersten et ai. (1999), a absorção de glutamato é inibida pela

concentração intra e extracelular de NHT. Além de glicose e ácido succinico, os

fungos termofílicos também utilizam sulfato de amorno como fonte de nitrogênio

(Maheshwari, Bharadwaj& Bhat, 2000).

2.4.4 Enxofre

Os componentes sulfuricos que são importantes para o crescimento e

desenvolvimento füngico incluem aminoácidos como cisterna, cistina e metionina

e os peptideos que os incorporam. As vitaminastiamina e biotinatambém contêm

enxofre. Alguns metabólitos que contêm enxofre produzem um flavor ou aroma

característico. Para Naffàa, Ravel & Guillaumin (1998), a metionina não

proporcionou melhores condições para o desenvolvimento de fungos endofiticos.

O suprimento de enxofre é usualmente pleno quandohá a incorporação

do íon sulfato, normalmente sulfato de magnésio, no meio de cultura. O enxofre

entra na célulapor transporte ativo, na qual é rapidamente reduzidoe incorporado

em moléculasorgânicas(Griffin, 1994).

2.5 Outros macroelementos essenciais

O íon fosfato é um constituinte importante de macromoléculas, como

DNA, RNA e fbsfolipideos, e em pequenas moléculas, como NAD, FAD,

coenzima A e algumas vitaminas. E também importantena estocagem de energia

e na sua transferência celular, pois é componente de nucleotídeos como ATP e

GTP. Normalmente, o requerimento de fósforo é suprido pela incorporação de

fosfato inorgânico no meio de cultura (Latiff, Daran & Mohamed, 1996).

O potássio é importante no transporte e na regulação da pressão

osmótica celular, sendo usado na forma inorgânica. Segundo Kupper (2000), o

potássio é o mais importante dos nutrientes encontrados nos cogumelos

comestíveis pela sua capacidade em diminuira pressão sangüínea em humanos.
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O magnésio é requerido como cofator de algumas enzimas envolvidas

na glicólise ou no ciclo do TCA, na estrutura e funcionamento de membranas,

sendousado na forma inorgânica (Demirbas, 2001).

O cálcio tem um importante papel na manutenção da integridade de

membranas, na atividade enzimática e no funcionamento de microtúbulos e

microfilamentos. No entanto, não tem sido demonstrado ser universalmente

requerido (Mattila et ai., 2001; Manzi et ai, 1999; Beyer et ai., 1998). A

necessidade de cálcio é uma questão relativa e difícil de ser avaliada, já que o

nutriente pode vir na forma de contaminação. Beyer et ai. (1998) avaliaram o

efeito da adição de quelantes no substrato de cultivo do Agaricus bisporus. Os

resultados sugerem que o acúmulo de cálcio pode inibir a frutificação do

cogumelo.

2.5.1 Microelementos essenciais

Alguns fungos têm um requerimento específico por um microelemento

que não é necessariamente dividido por todos. Microelementos desempenham

diversas funções na célula, mas estão principalmente associadas comas enzimas.

Uma enzima pode ser ativada por um microelemento ou pode conter um

microelemento como parte de sua estrutura. Outros microelementos também

podem ser componentes estruturais de vitaminas ou de metabólitos que são

requeridos em suas sínteses (Landecker, 1996).

O ferro está contido na enzima catalase, no citocromo envolvido no

transporte de elétrons e em outros pigmentos. O molibdênio, por exemplo,

participa como um caneador de elétron na redução enzimática do nitrato em

alguns fungos. O sódio é particularmente requerido por alguns fungos marinhos

mais por regular a pressão osmótica do que como nutriente. O boro é essencial

para plantas verdes masnão para fungos. O zinco e manganês ativam encimas no
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ciclo do Ácido Tricarboxilico. Ocobre pode reduzir apigmentação de esporos em

alguns fungos (Landecker, 1996).

2.5.2 Vitaminas

Vitaminas sãocompostos orgânicos que funcionam comocoenzimas ou

como parteconstituinte de coenzimas que catalizam reações específicas, mas não

são usadas como parte estrutural das células. Todos os organismos requerem

algumas vitaminas, variando a capacidade de sintetizá-la. Por exemplo, plantas

verdes produzem suaspróprias vitaminas, mas animais precisam obtê-las de uma

fonte exógena. Alguns fungos, se supridos com açúcar, nitrogênio e minerais, são

capazes de sintetizar suas próprias vitaminas.

Os fungos aparentemente não têm necessidade de vitamina C e de

vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K) que normalmente são necessárias para os

animais. As vitaminas que são requeridas e sintetizadas pelos fungos são

hidrossolúveis (Matilla et ai, 2001). As vitaminas do complexo B requeridas são

tiarnina (vit. BI), piridoxina (vit. B6), ácido nicotínico (vit. B3), ácido

pantotênico (vit. B5), riboflavina (vit. B2) e cianocobalamina (vit. B12) (Matilla

et ai, 2001; Caglarlrmark, Unal & Orles, 2001). Inositol também pode ser

considerado uma vitamina ou fator de crescimento (Eguchi, Yoshimoto & Higaki,

1995).

A tiarnina tem ação na regulação do metabolismo de carboidratos. A

forma ativa da tiarnina é a tiarnina pirofosfato, mais conhecida como coenzima da

carboxilase. O ácido pirúvico, intermediário no metabolismo de carboidratos, é

transformado em acetaldeido e dióxido de carbono pela carboxilase. O ácido

pirúvico tende a acumular nas culturas füngjcas deficientes de tiarnina.

A deficiência de biotina é menos comum que a de tiarnina. Biotina

promove a atividade de enzimas que transferem C02 ou grupamentos carboxila.
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Essas enzimas são piruvato carboxilase, acetil-CoA carboxilase e uréia

carboxilase. Em sua forma biologicamente ativa, a biotinase liga covalentemente

com resíduos de Usina no sítio ativo da carboxilase. O complexo biotina-lisina

funciona como uma coenzima que se liga ao C02 ou grupamento carboxila e,

então, o transfere ao substrato (Griffin, 1994).

A vitamina D2, derivada por fotoirradiação do seu precursorergosterol,

é essencial para o ser humano. Segundo os estudos de Mattila et ai. (2002), a

vitamina D2 esteve totalmente ausente em cogumelos cultivados (Lentinula

edodes, Agaricus bisporus e Pleorotus ostreatus), maspresente nos silvestres. Já

o ergosterol foi encontrado 'em níveis mais altos em cogumelos cultivados doque

nos silvestres.

2.5.3 Lipídeos

Os lipídeos podem servir como fonte de energia e carbono. Fungos

usualmente não requerem uma fonte exógena de hpideos porque são capazes de

sintetizá-los, não sendo adicionadosao meio de cultura normalmente. As reservas

lipídicas consistem basicamente de triglicerídeos, que podem servir como fonte

energética quando requeridos nagerminação de esporos, porexemplo (Landecker,

1996).

2.6 Outros fatores

2.6.1 Concentração hidrogeniônica

Todos os fungos estão emcontato com soluções aquosas na natureza ou

nolaboratório e a concentração deíon hidrogênio (pH) nessas soluções controla o

crescimento fungico. íons metálicos podem ser afetados pelo pH, formando
complexos insolúveis em determinadas faixas. íons fosfato e magnésio podem
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coexistir em pH baixo, porém em pH elevado, eles formam um complexo

insolúvel, reduzindo a disponibilidade desses íons para o fungo. O ferro toma-se

insolúvel em pH neutro a alcalino. Esse efeito é similarcom íons cálcio e zinco. A

permeabilidade celular é alterada com a variação entre acidez e alcalinidade,

sendo o efeito particularmente notável em compostos que se ionizam. A

explicação é que em pH baixo, a membrana plasmática se toma saturada com

íons hidrogênio e a passagem de cátions fica limitada, enquanto, em pH elevado,

a membrana se toma saturada com íons hidroxila, limitando a entrada de ânions

essenciais(Landecker, 1996).

As enzimas são inativadas em faixas de pH extremos, tendo diferentes

níveis ótimos para a atividade. Um pH desfavorável do meioexterno pode alterar

a atividade das enzimas digestivas extracelulares ou outros processos metabólicos

(Zheng& Shetty, 2000). Os fungos invariavelmente alteram o pH do meio em que

crescem. Um caso comum de decréscimoé o acúmulo de ácidos orgânicos, como

ácido glucônico, pirúvico, cítrico e succínico, formados pelo metabolismo de

açúcares. Dióxido de carbono, um subproduto do metabolismo de carboidrato,

combina com água para formar ácido carbônico, abaixando o pH. A utilização

pelo fungo do nitrogênio dos nitratos de sódio e potássio tende a liberar bases,

aumentando o pH. Com o sulfato de amônio ocorre o contrário, já que o fungo

tende a liberar ácidos.

A utilização de fontes de nitrogênio inorgânicoe o seu efeito sobre o pH

do meio foi estudado por Bohus (1998). Entre as espécies que usaram ambos,

NH4 e NO3, a mesma faixa foi satisfatória para a utilização das fontes de

nitrogênio.

Em geral, um ligeiro grau de acidez é favorável à germinação dos

esporos e ao rápido crescimentodas colônias jovens (Landecker, 1996).
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2.7 Fatores físicos

Os fatores físicos, que atuam em conjunto com os requerimentos

nutricionais para a obtenção do crescimento micelial, diferem dos usados para a

frutificação. Segundo Ohga & Royse (2001), o ambiente estimula a expressão de

genescomo a lacase e celuiase em cogumelos de altovalor comercial.

A umidade do ar é um fator extremamente importante para a

frutificação, devendo ser mantida entre 80 e 90% para evitar a evaporação a

partir do substrato e permitir o desenvolvimento do corpo de frutificação (Miles

& Buswell, 1993).

O crescimento em altas temperaturas pode incapacitar o fungo de

sintetizar uma vitamina requerida ou inativar a ação de enzimas, impossibilitando

até a sobrevivência micelial (Zheng & Shetty, 2000). A ternperatura também é

um dos fatores mais importantes para o crescimento de fungos, podendo ser

diferente para o crescimento micelial e a frutificação. Umexemplo bemconhecido

é o Agaricus bisporus, o qual requer temperatura de 25°C para o crescimento

micelial e de 17°C para a formação dos corpos de frutificação.

No caso da luz forte, poderá haver destruição de vitaminas e má

formação de estruturas reprodutivas. A luz influi diretamente sobre o

desenvolvimento vegetativo e reprodutivo dos fungos. Na primeira fase, os fungos

preferem a obscuridade ou luz difusa para se desenvolverem, e, na segunda,

procuram a luz para formar as frutificações. A maioria dos efeitos da luz nos

fungos é mais efetiva sobre a esporulação do que sobre o crescimento micelial

(Griffin, 1994).
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2.8 Enzimas hidrolíticas

Os fungos decompositores apresentam uma grande capacidade de

degradação de resíduos deorigem vegetal ricos em polissacandeos complexos.

A parede celular das plantas é formada por três componentes

estruturais: lamela média, parede primária e parede secundária. A lamela médiaé

constituída principalmente por substâncias pécticas e compreende a região

localizada entre as paredes de células adjacentes, atuando como um adesivo

intercelular. A parede primária é formada principalmente por polissacandeos

como celulose, hemicelulose e por substâncias pécticas, sendo que, em células

mais velhas, pode-se aindaencontrar lignina e suberina(Landecker, 1996).

A hemicelulose é composta principalmente por xilose, arabinose,

glicose, manose e galactose, sendo que as xiloglucanas e as xilanas são os

constituintes predominantes nas paredes primárias e secundárias,

respectivamenate. As xiloglucanas são formadas por moléculas de glicose com

ligações glicosídicas p-1,4 e ramificações de xilose em ligações a-1,6, enquanto

as xilanas são cadeias de xilose em ligações p-1,4. A degradação das

hemiceluloses requer a atuação de várias enzimas comumente denominadas de

hemicelulases (Landecker, 1996).

De acordo com Groot et ai. (1998), a xilana, o mais abundante

componentehemicelulósico em compostos de palha para o cultivo de cogumelo, é

um polímero que consiste de resíduos de xilosil, unidos por ligações p-1,4. A

ação de algumas enzimas, incluindo endo-l,4-p-xylanase, p-xylosidase, a-L-

arabinofuranosidase, a-glicoronidase e algumas esterases, assegura a conversão

enzimática completa de xilana em açúcares monoméricos.

As substâncias pécticas (ácido pectínico ou pectina) são polissacandeos

formados por longas cadeias de ácido D-galacturônico com ligações a-1,4,

entremeadas com resíduos de ramnose, podendo haver cadeias laterais curtas de
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D-galactose e outros açúcares. Dependendo do grau de metilação dos grupos

carboxilicos dos resíduos de ácidogalacturônico, esses polímetros são conhecidos

como ácido pectínico ou pectina. Há várias enzimas, conhecidas como pectinases

ou enzimas pectinolíticas, que degradam as substâncias pécticas:

metilpobgalacturonases, pohgalacturonases, pectina liases, trans-eliminases do

ácidopoligalacturônico e metilesterases da pectina (Pascholati, 1993).

De acordo com Zheng & Shetty (2000), as enzimas pécticas hidrolisam

ou Usam substâncias preferenciais de acordo com seus padrões de ação. Elas são

amplamente classificadas em: a) Pectinesterases: saponificam as porções

esterifícadas das cadeias pécticas; b) Despolimerases: são responsáveis pela

quebra da cadeia.

Entre as despolimerases, a endopoligalacturonase (PG, EC 3.2.1.15)é a

principal enzima com função hidrolítica. A pohgalacturonase é amplamente usada

na indústria alimentícia nos processos de maceração, liquefação, extração,

clarificação e filtração de sucos de frutas ou vegetais e vinhos. É muito usada

industrialmente por possuir elevada atividade enzimática em pH baixo,

satisfazendo as aplicações de frutas e verduras ao processo industrial (Zheng &

Shetty, 2000).

Preparações comerciais de pohgalacturonases usadas na indústria

alimentícia são usualmente derivadas de fontes fungicas, especialmente

Aspergillus nigere Kluyveromyces marxianus (Zheng & Shetty, 2000).

Lentinus edodes é capaz de produzir elevados níveis de

pohgalacturonase durante a fermentação emestado sólido debagaço demorango.

Essa enzima tem uma temperatura ótima elevada (50° C) e um pH ótimo baixo

(pH=5,0), com boa estabilidade térmica acima de 50°C, e uma alta tolerância à

variação de pH (3,0 a 6,5). Considerando o pH ácido natural da maioria das

frutas, vegetais e sucos, a propriedade ácida faz com que essa enzima seja um
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candidato ideal para a maceração de tecidos, extração e clarificação de sucos de

frutas e vegetais no processo industrial (Zheng& Shetty, 1999).

A lignina, encontrada principalmente em plantas lenhosas, é um

constituinte da parede celular derivado doácido cinâmico. A deposição da lignina

ocorre após a maturação daparede celular, em substituição às moléculas de água,

conferindo-lhe rigidez através da ligação covalente com outros constituintes

poliméricos. Sua degradação enzimática, embora não completamente esclarecida,

é catalizadapor hgninases(Griffin, 1994).

A primeira indicação de queAgaricus bisporus era capaz de degradar a

lignina veio de Waksman e Nissen (1932), citado por Bonnen, Anton & Orth

(1994). Segundo esses autores, há uma redução significativa de lignina do

composto no fim do ciclo de produção do cogumelo.

A degradação de lignina tem sido estudada extensivamente no

basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium, que possui 2 tipos de peroxidases:

lignina e manganês peroxidases (Broda et ai, 1996; Groot et ai, 1998). Estes são

caracterizados por catalisarem a despolimerização inicial da lignina (Eggert,

Temp e Eriksson, 1996; Groot et ai, 1998).

A lacase é a terceira fènoloxidase implicada na degradação de lignina

por muitos fungos de degradação branca, como o Pycnoporus cirmabarinus. A

lacase é uma enzima que contém cobre e que cataliza a oxidação de compostos

fenólicos pela redução do oxigênio em água (Maheshwari, Bharadwaj & Bhat,

2000). A produção de lacase por P. chrysosporium parece estar reprimida pela

ghcose, comumente usada como fonte de carbono em estudos hgnolíticos, mas a

sua atividade de lacase foi detectada quando o fungo cresceu em celulose (Eggert,

Temp & Eriksson, 1996).

A lacase participa na degradação de lignina através da oxidação de

compostos fenólicos. Isso implica num papel limitado para essa enzima na
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degradação de lignina, já que as subunidades fènólicas fazem parte de uma

pequena proporção dos polímeros de lignina (Bonnen, Anton & Orth, 1994).

A lacase de A. bisporus é expressa em altos níveis durante a

colonização e o início do desenvolvimento do corpo de frutificação, tendo seu

menor valor na maturação do corpo de frutificação. Alémde atuar paralelamente

com a manganês peroxidase, a atividade de lacase se correlaciona diretamente

com a degradação de lignina e a perda de lignina do substrato do composto

quando colonizado pelo A. bisporus (Bonnen, Anton & Orth, 1994). Segundo

Zhao & Kwan (1999), o extrato de malte aumentou a produção de lacases em

A.bisporus.

A degradação de lignina não provém como uma fonte primária de

carbono e energia para o crescimento fungico, mas é provavelmente um passo

necessário na utilização dos polissacandeos das plantas (Eggert, Temp &

Eriksson, 1996). Os fungos decompositores de madeira, capazes de degradar

lignina, não podem crescer utilizando-a como única fonte de carbono embora

sejam capazes de gerar energia para o crescimento (Bonnen, Anton & Orth,

1994; Boyle, 1998).

Para Eggert, Temp & Eriksson (1996), a lignina é o segundo grupo

mais abundante de biopolímeros na biosfera, sendo que sua degradação ocupa

uma posição importante no ciclo global do carbono. Estudos da degradação de

lignina são também de grande importância para possíveis aplicações

biotecnológicas, já que os polímeros de lignina são os maiores obstáculos na

utilização eficiente de materiais lignocelulósicos em uma ampla gama de

processos industriais. A degradação de lignina ocorre primariamente através da

ação dos fungos de decomposição branca. Conseqüentemente, esse grupo

ecológico tem recebido uma atenção considerável.
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O cultivo de cogumelos utiliza uma significativa quantidade de

substratos de lignocelulose e é o maior processo bioconversor que utiliza madeira.

A utilização de lignocelulose pelo cogumelo Lentinula edodes é dependente da

sua habilidade em sintetizar enzimas hidrolíticas e oxidativas que fazem a

conversão em componentes de baixo peso molecular para serem absorvidos e

assimilados atravésda nutrição (Zhao & Kwan, 1999).

O amido é um polissacarídeo constituído de moléculas deghcose unidas

por ligações a 1-4 na amilose e a 1-4 e a 1-6 na amilopectina. É a reserva

glicídica de maiorrepresentatividade dos vegetais (Stryer, 1992).

A amilose é um polissacarídeo de cadeia reta que quando tratado com

iodo, desenvolve coloração azulada e apresenta grânulos de estrutura resistente. A

amilopectinaé um polissacarídeo de cadeia ramificada constituído por ligações a

1-6 nas ramificações. Exibe coloração avermelhada quando tratada com iodo.

Caracteriza-se por grânulos frágeis e géis com dificuldadede sofrer retrogradação

(Stryer, 1992).

As propriedadesda amilose e amilopectina são diferentes em função das

suas estruturas. A gelatinização e a retrogradação são as principais propriedades

do amido (Stryer, 1992).

O amido é uma molécula de energiaestocada em que resíduos de ghcose

são unidos de uma maneira que impeça um arranjo ordenado de uma cadeia de

polímeros. Essa estrutura, então, é facilmente penetrável pela água e, como

resultado, é solúvel em água e prontamente hidrolisável por amilases e

glicoamilases (Griffin, 1994).

A a e P-amilases e as ghcoamilases catalizam a hidrólise de ligações a-

1,4 de amido e glicogênio. Amilases são endoglucanases que rendem maKose e

ghcose de amidos não ramificados. Ghcoamilases são exoglucanases que

hidrolizam ghcose dos finais não reduzidos do amido e glicogênio. Muitos fungos
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produzem ambas, as amilases e as gUcoamilases, que atuam sinergisticamente

para clivar todas as ligações a-1,4, rendendo ghcose (Thormann, Currah &

Bayley, 2002).

A maior função da glicoamilase fungíca é degradar os polímeros de

amido, provendo, assim, fontes solúveis de carbono simples para a nutrição. É

mais eficiente utilizar fontes de carbono prontamente disponíveis, sendo que a

produção de glicoamilase está sob regulação catabólica de carbono. A

glicoamilase de L. edodes hidroliza amido e glicogênio, convertendo-os

completamente em glicose. Uma forte atividade de glicoamilase no estágio de

frutificação indica a liberação de glicose do glicogênio, provendo nutrientes para

o desenvolvimento, principalmente na morfogênese dos basidiomicetos (Zhao &

Kwan, 2000).

As dextrinas são produtos resultantes da degradação parcial do amido.

São moléculas grandes, porém menores que as de amido, formadas tanto pelo

processo de preparação de alimentos como durante a digestão do amido. Se a

hidrólise continua, as dextrinas produzem maltose e, finalmente, ghcose

(Thormann, Currah & Bayley, 2002).

A capacidade do basidiomiceto Hericium erinaceum em degradar

amido e aperfeiçoar o valor nutricional do fubá foi estudado por Han (2003).

Houve a produção de uma a-amilase após o 15°dia de inoculação, que resultou

em um rendimento de 52%de degradação doamido.

A celulose é o maiorconstituinte orgânico existentena natureza. Esta é

uma macromolécula biológica composta por subunidades de ghcose ^"»das

linearmente a partir de ligações P-1,4, resultando em uma molécula forte,

resistente a forças de tensão e à quebra e podendo alcançar uma extensão de

10000 subunidades. Os resíduos de ghcose também estão unidos por uma ligação
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entre o hidrogênio da hidroxila do C-3 e o anel de oxigênio da outra molécula

(Ljungdahl & Eriksson, 1985).

Otamanho da molécula decelulose é freqüentemente dado emtermos de

grau de polimerização (DP), queé o número deestruturas deghcose namolécula.

O DP em celulose de bactérias é baixo. No entanto, em amostras comerciais de

celulose, o DP pode variar de 50 a 5000. Em celuloses nativas de plantas

grandes, o DPnormalmente chega a 14000 (Cai et ai, 1999).

Celobiose, celotriose e celotetraose são solúveis em água (13,3; 11,7 e

7,5 g/100 mL de água a 25°C, respectivamente). No entanto, a solubilidade de

celopentose é de apenas 0,59 g, e a de celoheptose, é de 0,18 g, mostrando que

DP menor que 6 pode ser considerado insolúvel (Ljungdahl & Eriksson, 1985).

Na natureza, a celulose está organizada em fibrilas, que consistem de

diversas moléculas de celulose arranjadas de forma paralela e ligadas por pontes

de hidrogênio. Estas fibrilas estão envolvidas principalmente por lignina e

hemicelulose. Quando as fibrilas elementares se unem para formar as

microfibrilas, essas podem terumarranjo altamente ordenado, chamado de região

cristalina da celulose. Entretanto, em algumas partes, as fibrilas nãose encontram

muito bem ordenadas, denominando-se, então, de região amorfa. A cristalinidade,

juntamente com a presença de lignina, são os maiores impedimentos na hidróhse

enzimática da celulose. A hidrólise da celulose amorfa ocorre mais rapidamente

do quecoma celulose cristalina (Lyndet ai, 2002).

QuandoA.bisporus é cultivado em celulose cristalina como única fonte

de carbono, o sistema de degradação da celulose é induzido, incluindo endo e

exoglucanases e p ghcosidases (Groot et ai, 1998). De forma interessante, a taxa

de crescimento exponencial de Sporotrichum thermophile, um fungo termófílo,

em celulose é muito similar à taxa de ghcose, revelando umanotável capacidade
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deutilizar celulose tão eficientemente quanto ghcose (Maheshwari, Bharadwaj &

Bhat, 2000).

A celulose ainda é uma forma de estocagem de glicose, mas possui um

grande potencial de conversão emuma variedade de compostos. A capacidade de

utilizar a celulose como uma fonte de carbono e energia é encontrada entre

eubactérias, mixobactérias, actinomicetos e fungos. O sistema de enzimas

celulolíticas de distintos microrganismos é freqüentemente diferente, observando-

se que alguns organismos são capazes de consumir a celulose nativa, enquanto

outros não possuem esta capacidade. Emadição, muitos microrganismos quenão

são capazes de crescer em celulose nativa produzem enzimascelulolíticas. Nestes

microrganismos, falta algum passo essencial para a hidróhse de celulose nativa,

contudo eles podem utilizar parcialmente a celulose degradada para seu

crescimento. Em bactérias, estas enzimas são freqüentemente produzidas em

pequenas quantidades ou, como no caso de Clostridium thermocellum, formam-

se complexos mumenzúnáticos hgados (celulossoma), os-quais são difíceis de

romper sem a perda dos componentes individuais. Já as celulases fungicas são

disponíveis em grandes quantidades e não parecem formar complexos físicos

umas com as outras, contudo atuam em forte sinergismo (Goyal, Ghosh &

Eveleigh, 1991; Lynd et ai, 2002).

Celuiase é um sistema ou um complexo enzimático no qual várias

enzimas atuam em conjunto para hidrolisar a celulose. O complexo de enzimas

varia de acordo com o microrganismo que o produziu, seu estado nutricional e

sua fase de crescimento. Sendo assim, o modelobásicode açãodas celulases está

fundamentado principalmente no sistema dos fungos, em particular do

Trichoderma (rvanova, 1984; Gielkens et ai, 1999; Palcnen, Tenkanen & Linder,

1999). .
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As celulases têm uma estrutura molecular com dois ou mais domínios

funcionais separados e independentes. A ligação à celulose é mediada pelo

domínio de ligação à celulose (CBD), considerando que o domínio catalftico (DC)

irá mediar a hidróhse (Yague et ai, 1997; Linder et ai, 1996). O CBD exibe

atividade que pode ser utilizada na degradação efetiva da celulose cristalina. O

CBD está presente em muitas enzimas que degradam polissacarídeos e não

somente nas celulases. Em T. reesei, CBD foi encontrado na hemicelulase, em

Clostridium termocellum, na xilanase eem Phanerochaete chrysosporium, na p-

glicosidase (Levy, Shani & Shoseyov, 2002). O sistema celuiase do fungo

termófilo H. insolens é muito parecido com o do T. reesei, diferindo basicamente

na ausência de CBD da endoglucanase do primeiro (Lynd etai, 2002).

A hidrólise enzimática da celulose cristalina é um processo complexo

que requer a participação de diversas enzimas. As enzimas fungicas, isto é, as

enzimas celulolíticas formadas por Trichoderma, Phanerochaete (Sporotrichum)

e Fusarium têm sido as mais bem estudadas. Embora existam diferenças nas

propriedades das enzimas de diferentes fungos, as principais características de

degradação da celulose são as mesmas (Meinke etai, 1995).

Segundo Medve et ai. (1998), existem três principais grupos de

atividades celulolíticas produzidas por fungos:

a) Endoglucanase (1,4-P-D-glucano 4 - glucanohidrolase, EC 3.2.1.4) -

hidrolisa ao acaso ligações glicosídicas p - 1,4. Ela não ataca celobiose, mas

bidrolisa celodextrinas, celulose ácida e celuloses substituídas como

carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC). Algumas

endoglucanases atuam na celulose cristalina. A especificidade desta enzima não

deve sermuitoalta, já que ela prontamente ataca celuloses altamente substituídas

(Meinke et ai, 1995). As endoglucanases são responsáveis primeiramente pela
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diminuição do grau de polimerização, gerando oligossacarídeos de vários

tamanhos e, conseqüentemente, novos fins de cadeias susceptíveis à ação das

exoglucanases (Lynd et ai, 2002). Utilizamcomoprincipais substratosa celulose

amorfa, celotetraose e CMC (Goyal, Ghosh & Eveleigh, 1991). De acordo com

Levy, Shani & Shoseyov (2002), a celulosecristalina, celobiose e uma mistura de

carboximetilcelulose e celobiose induziram a produção máxima de

endoglucanases.

b) Exoglucanase (1,4-p-D-glucano celobiohidrolase, EC 3.2.1.91) - atua sobre a

celulose, liberando unidades de celobiose da extremidade não reduzida da cadeia

(Kulminskaya et ai, 2001). Esta enzima não ataca celuloses substituídas, o que

refleteum maiorgrau de especificidade em relação ao substrato comparado com

as endoglucanases (Stubbs et ai, 1999). A celobiohidrolase hidrolisa

celodextrinas, mas não celobiose. Utiliza como principais substratos a celulose

cristalina, a celulose amorfa e a celotetraose (Meinke et ai, 1995). A necessidade

de duas exoglucanases têm sidoatribuída ás suas preferências em reduzir (CBH1)

ou não (CBH2) as extremidades de cadeias de celulose quando em celulose

microcristalina. Elas são os principais componentes do sistema de celulases do T.

reesei, representando cerca de 60 e 20%, respectivamente, do total das celulases

fungicas. As exoglucanases são muito lentas ao diminuir o grau de polimerização

da celulose (Lynd et ai, 2002).

c) p-Glicosidase (P-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21 ) - hidrolisa

celobiose e celo-oligossacarídeos para glicose. Esta enzima não ataca celulose ou

celodextrinas de maior grau. Utiliza como substratos a celotetraose e a celobiose

(Goyal, Ghosh & Eveleigh, 1991; Meinke et ai, 1995). Apesar de a P-glicosidase

não atuar diretamente na celulose, é considerada como componente do sistema
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celuiase por causa do estímulo à hidrólise de celulose (Maheshwari, Bharadwaj &

Bhat, 2000). Apresença de p-glicodases intimamente próximas à parede celular

füngica pode limitar a perda de ghcose para omeio (Lynd etai, 2002).

A deleção de curvas tridimensionais que cobrem o sítio ativo do

Trichoderma permitem à exoglucanase hidrolizar as ligações glicosídicas P-1,4

intemas nas moléculas de celulose. Isso foi testado construindo-se um mutante

CbhA, da família 6 exo-P-1,4 glucanase da Cellulomonas fimi, no qual os

resíduos correspondentes à parte carboxil proximal do sítio ativo curvo do CBH

Uforam deletados (Meinke et ai, 1995). Dessa forma, a diferença básica entre

exo e endoglucanase é a acessibilidade dos seus sítios ativos às ligações

glicosídicas intemas p-1,4 do substrato, ou seja, otúnel moldado pela curvatura

do sítio ativo restringe a hidrólise da exoglucanase mas permite a ação da

endoglucanase pois os terminais amino e carboxilestão suficientemente afastados

e não formam nenhum túnel que impeça a hidrólise (Levy, Shani & Shoseyov,
2002;Linderetal, 1995).

Os estudos de purificação e fracionamento têm revelado que os três

principais tipos de enzimas celulolíticas ocorrem em formas múltiplas. Onúmero

de enzimas diferentes varia de organismo para organismo. Geralmente, o sistema

de enzimas celulolíticas de fungos compreende de 4 a 8 endoglucanases, 1 a 3

celobiohidrolases e 1 a 3 p-glicosidadases diferentes. A natureza e a origem
desses componentes têm sido objeto de muita discussão (Medve etai, 1998).

2.8.1 Modo de ação de celulases

A endoglucanase atua sobre as regiões amorfàs das fibras de celulose

abrindo novas extremidades de cadeia para o ataque da celobiohidrolase, a qual
remove as unidades de celobiose das extremidades não reduzidas da cadeia. Desta

forma, o sinergismo entre as duas enzimas resultaria do fato de que o novo
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substrato (extremidades de cadeias livres) para a celobiohidrolase é formado pela

ação da endoglucanase (Lynd et ai, 2002). Esse sinergismo é dependente da

proporção entre as enzimas, da saturação e da quahdade do substrato (Medve et

ai, 1998). A p-glicosidase posteriormente aumenta a hidróhse total através da

remoção da celobiose, um produto final inibitório da endoglucanase e da

celobiohidrolase (Goyal, Ghosh & Eveleigh, 1991; Meinke et ai, 1998).

A p-glicosidase da Volvariella vohacea descrita por Cai et ai (1999),

mostra que altos níveis de endo e exoglucanases foram registrados em culturas

líquidas, contendo celulose microcristalina como fonte de carbono, enquanto

baixos níveis foram detectados em carboximetilcelulose.

Em todos os microrganismos estudados até hoje, a síntese de celuiase é

induzida pela presença de celulose e reprimida pela presençade ghcose ou outros

açúcares prontamente metabolizáveis existentes no meio de cultura. Embora a

natureza do real indutor não tenha ainda sido determinada, celulose, celobiose,

soforose e lactose são todos bons indutores. Sendo a celulose insolúvel, o

verdadeiro indutor deve ser algum composto derivado da celulose. Ghcose e

celobiose são os principais produtos de hidrólise e ambos são potentes inibidores

do sinergismo (Medve et ai, 1998).

2.8.2 Produção de celulases por fungos aerõbicos

Entre os fungos aerõbicos mais efetivos na biodegradação natural dos

resíduos lignocelulósicos estão os fungos de decomposição branca (white-rot-

fungi), os fungos de decomposição marron (brown-rot-fungi) e os fungos de

decomposição branda. No entanto, raramente essa decomposição é causada

apenas por uma monocultura. Ao invés disso, há uma sucessão de

microrganismos que colonizam a madeira morta. Garret (1963), citado por

Ljungdahl & Eriksson (1985), dividiu essa sucessão em três estágios:
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1. ataquede fungos saprofíticos primários quemetabolizam os açúcares

de baixo peso molecular e outros componentes que são mais facilmente

degradadosque a celulose;

2. fungos celulolíticos associados com saprofíticos secundários que

vivem dosprodutos de degradação da celulose;

3. fungos hgninolíticos.

A sucessão de microrganismos decompositores de madeira não é

freqüentemente tão simples e é fortemente influenciada pela maneira com o a

madeira é morta e exposta aos microrganismos. Oque influencia principalmente a

taxa de degradação e a sucessão de microrganismos é se a madeira está em

contatocom o soloou não (Ljungdahl & Eriksson, 1985).

2.9 Fungos de decomposição branca

Os fungos de decomposição branca possuem em comum a capacidade

dedegradar lignina tão bem quanto os polissacandeos damadeira.

Todos os fungos de decomposição branca são capazes de produzir

fenol-oxidases extracelulares. Formam um grupo heterogêneo e são os únicos

microrganismos que degradam todos os componentes da madeira, inclusive a

lignina. A maioria, em contraste com os fungos de decomposição marrom,

despolimeriza os polissacandeos da madeira somente na extensão em que os

produtos são utilizados. Isto indica que a energia para degradar lignina precisa

ser derivada de fontes de energia mais facilmente acessíveis, como os

polissacandeos da madeira e os açúcares de baixo peso molecular. As enzimas

extracelulares produzidas atacam nas proximidades circunvizinhas das hifas

fungicas (Ljungdahl & Eriksson, 1985).

Os mecanismos de degradação enzimática da celulose têm sido mais

estudados emdois fungos: Sporotrichum pulverulentum e Trichoderma reesei. O
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padrão de hidróhse enzimática usado por ambos é muito similar, composto por
endo e exoglucanases e p-glicosidases. Acelulose amorfa pode ser degradada
tanto por endo como exoglucanases separadamente. No entanto, é preciso existir
um sinergismo entre essas enzimas para degradar a celulose cristalina, pois não
conseguem atacá-la separadamente (Griffin, 1994).

Phanerochaete chrysosporium, fungo de decomposição branca,
também tem sido estudado como um modelo na degradação de lignocelulose,
produzindo celulases, hemicelulases e ligninases. A degradação de celulose e

hemicelulose ocorre durante o metabohsmo primário, considerando que a
degradação de lignina é um evento de metabohsmo secundário, provocado pela
limitação de carbono, nitrogênio ou enxofre. P.chrysosporium também produz
celobiose dehydrogenase que, na presença de O2, oxida celobiose em

celobionolactona. Por sua vez, celobionolactona reage espontaneamente com água
para formar ácido celobiônico. Uma das possíveis funções biológicas para a
celobiose dehydrogenase é gerar radicais hidroxila que podem atuar na

despolimerização dahgnina edacelulose (Lynd etai, 2002).

2.10 Fungos de decomposição marrom

Esses fungos geralmente pertencem aos basidiomicetos, sendo

decompositores de polissacandeos da madeira. O conteúdo de hgnina é

ligeiramente reduzido poresses fungos.

Nos primeiros estágios de degradação, ao contrário dos fungos de

degradação branca, ocorre uma despolimerização de celulose mais rápida do que

quando os produtos da degradação são usados. Devido ao seu alto conteúdo de

lignina, as paredes primárias ea lamela média são muito resistentes à degradação

pelos fungos de degradação marrom. Nos estágios avançados de decomposição,

quando a maioria dos polissacandeos já foram consumidos, a parede celular entra
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em colapso. Esses fungos em crescimento produzem um fator capaz de se

difundir e degradar celulose em distâncias consideráveis das bifas fungicas.

Apesar de degradar a celulose da madeira, eles não conseguem degradar a

celulose pura, sozinha. E necessário ter acesso a açúcares de baixo peso

molecular antes de atacar a celulose. Esses açúcares são oxidados para a

formação de H2O2, que é necessário para a degradação da celulose cristalina por

essesmicrorganismos (Ljungdahl & Eriksson, 1985).

Ao degradar extensivamente a celulose, os fungos de decomposição

marrom utilizam mecanismos dedegradação diferentes daqueles descritos para os

fungos de decomposição branca. Os fungos de decomposição marrom produzem

endoglucanases, mas falta a exoglucanase. Então, a celulose cristalina não é

degradada por uma ação sinergística entre endo e exoglucanases como em

S.pulverulentum e Trichoderma reesei. Os fungos de decomposição marron são

fortes produtores de H2O2, muito mais que os de decomposição branca. Oataque

à celulose cristalina é feito pela via H202/Fe2+ ,oxidando a celulose. Esse ataque é

feito a distâncias consideráveis das hifas fungicas e utiliza a via química de

moléculas de baixo peso molecular que podem sedifundir facilmente pelas fibras

da madeira do que a via enzimática que tem uma difusão limitada (Griffin, 1994).

2.11 Produção de celulases por fungos anaeróbicos

Entre os fungos anaeróbicos produtores de celulases destacam-se os

fungos do rumem, os quais sintetizam uma grande variedade de enzimas

hidrolíticas. Neocallimastix frontalis e Piromyces spp. são fungos anaeróbicos

presentes no rumem de animais, porém, a grande maioria dos microrganismos

anaeróbicos envolvidos na degradação da celulose no rumem são bactérias.

O sistema de enzimas extracelulares produzidas pelo fungo

Neocallimastix frontalis, crescido em co-cuhura com a bactéria metanogênica
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Methanobrevibacter smithii, foi capaz de solubilizaralgodãocom mais eficiência

que o T. reesei.

Do ponto de vista evolucionário de produção de energia, as celulases de

anaeróbicos têm uma atividade específica mais elevada do que as celulases

aeróbicas para compensar a menor eficiência energética nos processos

fermentativos (GoyaL Ghosh & Eveleigh, 1991).
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Organismo

Foi utilizado apenas o isolado Agaricus blazei CS6, da coleção do

Laboratório de Microbiologia da Universidade Federal de Lavras, para os testes

de fatores de crescimento, já que testes preliminares indicaram que osdiferentes

isolados cresceram de maneira similar no MBC. Para a produção do mícélio e

manutenção dofungo, foi utilizado o meio BDA (200 g de batata, 15 g de ghcose,

12 g de ágar para o meio sólido, água destilada q.s.p. 1000 mL). Para asanálises,

foi usado o meio básico (10 g de ghcose; 1g de fosfato de potássio; 0,5 g de

sulfato de magnésio 7.H20; 1g de sulfato de amorno; 0,5 g de cloreto de cálcio e

15 g de agar para o meio sólido) e o meio básico completo, que é o meio básico

acrescido de 0,1% de extrato de levedura e 0,1% de peptona.

3.2 Caracterização do Agaricus blazei quanto a diferentes fatores de

crescimento

O crescimento micelial do isolado Agaricus blazei CS6 foi observado

em meio de cultura líquido básico (MB) e básico completo (MBC), suplementado

com diferentes nutrientes. Em todos os experimentos, foram feitas 5 repetições

por tratamento. Os meios de cultura hquídos utilizaram 3 discos de 6 mm de

mícélio (15 dias) do fungo, em cada frasco com 50 mL, incubados à temperatura

ambiente para a avaliação do crescimento micelial em mg/dia. Houve a filtragem

dos micéhos após operíodo de crescimento. Ocorreu, então, a secagem dos filtros

à temperatura ambiente eem estufa com ventilação forçada a 65°C ambas por 24

horas. Em seguida, foi efetuada a pesagem dos micéhos. Os meios de cultura

sóhdos utilizaram apenas um único disco de mícélio no centro da placa de Petri

para a avaliação do crescimento micelial em mm/dia.
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a) Efeito da adição de micronutrientes ao meio básico

O meio básico e o meio básico completo foram usadostanto no estado

liquido como no sólido. Foram preparadas soluções estoques e utilizados os

seguintes micronutrientesno MB e no MBC: sulfato terroso 4.H20 (0,01g/mL);

sulfato de manganês 4.H20 (0,007g/mL); sulfato de zinco (0,004g/mL); sulfato

de cobre 5H20 (0,001g/mL). No estado hquído, o micého foi pesado após duas

semanas de crescimento. No estado sólido, foram medidos os raios dos micéhos

após um período de crescimento de 7 dias.

b) Adição de extrato de levedura e de peptona ao meio básico

Foram usadas várias concentrações de extrato de levedura e peptona

juntas, em meio básico hquído, nas seguintes concentrações de 0; 0,01; 0,02;

0,04; 0,08 e 0,1%.

c) Adição de caseína e inositol ao meio básico

Foram utilizados o MB e o MBC hquído com e sem caseína (0,3g/L) e

com ou sem inositol (0,03g/L).

d) Efeito da adição de cálcio ao meio básico

Utilizou-se o MBC hquído com e sem cloretode cálcio a 0,05%.

e) Crescimento do Agaricus blazei em diferentes pH

Para a avaliação do crescimento em diferentes pH (4,0; 5,0; 5,5; 6,0;

7,0; 8,0), foi usado o MB sem cloreto de cálcio.

f) Diferentes fontes de carbono

Foi usado o meio básico hquído (MB) em tubos de ensaio de 10 mL

suplementado com 0,1% de extrato de levedura, utilizando-se os seguintes

34



polissacandeos como fontes de carbono a 1%: celulose, xilana, amido, pectina e

quitina. Nos ensaios, a ghcose foi substituída pela fonte decarbono a sertestada.

3.3 Determinação da atividade enzimática

Vários isolados de Agaricus blazei (CS1, CS2, CS4, CS5, CS6, CS7)

foram utilizados na determinação enzimática da exoglucanase, endoglucanase, p-
ghcosidase e xilanase.

3.3.1 Atividadede exo p-1,4 glucanase (EC 3.2.1.9.1)

Foram utilizados 100 mL de MB suplementado com valores até0,01%

de extrato de levedura ecom a substituição da ghcose por celulose microcristalina

1%(Avicel). Em cada frasco erlenmeyer, foram colocados 5 discos demicého de

6 mm de diâmetro. Os frascos foram incubados á temperatura ambiente e sob

agitação constante de 150 rpm. Foram retiradas alíquotas de 5 mL do meio de

cultivo no 2o, 4o, 7o, 14° e 21° dia, as quais foram conservadas a -20° C até as

análises de atividade enzimática.

A atividade do exo P-1,4 glucanase foi determinada por método

espectrofotométrico indireto, tendo como base a liberação de moléculas de ghcose

a partir da celulose microcristalina (Lever, 1972). Para a mistura de reação,

foram utilizados 50 uL da fonte enzimática e 450 uL de celulose microcristalina

1% em tampão acetato de sódio 0,05 M(pH 5,0). Amistura foi incubada a 50°C

por 30minutos e a reação foi interrompida com a adição de 1,5 mL de hidrazida

do ácido p-hidroxibenzóico 1% (HAPHB) (Sigma). Depois, a mistura foi mantida

a 100° C por5 minutos e, em seguida, resfriada em gelo. Aleitura de absorvância

foi feita a 410 nm contra branco (1,5 mL de HAPHB) + 0,5 mL de tampão
acetato de sódio 0,05 M). De cada amostra, foi subtraído o valor do controle

(mistura idêntica a da amostra mas sem incubação prévia). Foram utilizadas 3
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repetições por amostra. As leituras de absorvância foram pioradas em curva-

padrão para ghcose e a atividade enzimática especifica foi expressa em ug de

glicose/ minuto/ mg de proteína.

33.2 Atividade de endo p-1,4 glucanase (ECC 3.2.1.4)

CarboximetUcelulose (CMC) 1% foi utilizada como indutor para a

produção de endo P-1,4 glucanase. Foram utilizadas as mesmas condições de

cultivo descritas no item anterior. Para a dosagem enzimática, foi empregada a

mesma metodologia acima descrita, porém utilizando caiboximetilcelulose como

substrato.

333 Atividade de p-glicosidase (EC 3.2.1.21)

Celobiose 1% foi utilizada como indutor para produção da enzima e

também como fonte de carbono no meio do cultivo MB hquído nas mesmas

condições anteriores. Para determinar a atividade enzimática, foi utilizado p-

nitrofenil-p-D-glucopiranosídeo como substrato. A mistura de reação, consistindo

de 300 uL de p-nrtrofenil-p-D-glucopiranosídeo 0,02M em tampão acetato de

sódio0,05 M (pH 5,0) e 200 uL da fonte enzimática, foi incubadaa 50°C por 30

minutos. Após a incubação, a reação foi paralisada pela adição de 500 uL de

Na2CÜ3 1 M. A atividade de P-glicosidase foi avaliada pela liberação do p-

nitrofenol (p-NP), o qual foi determinado espectrofotometricamente a 405 nm

(Deshpande & Eriksson, 1988). As leituras de absorvância foram pioradas em

curva-padrâo para p-nitrofenol e os resultados da atividade especifica foram

expressos em ug de p-NP/ minuto/ mg de proteína.
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33.4 Atividade de xUanase (EC 3.2.1.8)

O Agaricus blazei foi cultivado em MB acrescido de CMC 1% como

fonte decarbono, conforme descrito para atividade de endo p-1,4 glucanase e nas

mesmas condições de cultivo. Para a atividade de xilanase, foi utilizada xilana

carboximetilada marcada com remazol brilhante azul ("CM-xylan-RBB"). A

determinação da atividade foi feita emespectrofotômetro a 595 nm em função da

liberação de fragmentos solúveis de "CM-xylan-RBB" (Biely et ai, 1988). A

mistura de reação, contendo 200 uL de CM-xylan RBB (4mg/mL), 200 uL de

tampão acetato de sódio 0,05M (pH 5,0) e 100 uL da fonte enzimática, foi

incubada a 30° C por 1hora e a reação foi paralisada pela adição de 500 uL de

HCI 2 N e centrifugada a 10.000 g por 5 minutos a 4o C. A absorvância foi

determinada a 595 nm e foi utilizado o tampão acetato 0,05 M na cubeta de

referência. Os resultados foram expressos em unidade de absorvância/ hora/ mg

de proteína, descontando-se os valores do controle (300 uL de tampão acetato

0,05 M +200uL de CM-xylan-RBB +500 uL de HCI 2 N).

3.3.5 Dosagem de proteínas totais

Para a quantificação de proteínas totais, foi utilizado o método de

Bradford (1976). A reação consistiu de 0,8 mL da amostra e 0,2 mL do reagente

concentrado de Bradford, o qual foi acrescentado à amostra sob agitação. A

mistura foi incubada à temperatura ambiente por 5 minutos, fazendo-se, logo

após, a leitura de absorvência a 595 nm. Como referência, foi utilizada uma

mistura de 0,8 mL de água destilada e 0,2 mL de reagente concentrado de

Bradford. A concentração de proteínas de cada amostra, expressa em termos de

equivalentes ug de albumina de soro bovino (BSA) em 0,8 mLde amostra (ug de

proteína/ 0,8 mL), foi determinada utilizando-se curva padrão de concentrações

de BSA, variando de 0 a 20 ig/0,8 mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Caracterização do Agaricus blazei quanto a diferentes fatores de

crescimento

4.1.1 Micronutrientes

No presente trabalho, verificou-se que a adição de micronutrientes ao

MBC proporcionou crescimento micelial significativamente melhor em relação ao

meio sem micronutrientes tanto em meio líquido (Figura 1) como em meio sólido

(Figura 2).

• MBC+micronutrientes
D MBC

MB+micronutrientes

•MB

FIGURA 1 Crescimento micelial do Agaricus blazei CS6 em diferentes

meios líquidos com e sem a adição de micronutrientes (mg/dia).



25

20-

s S" 15
° a
c c

o

5 -

• MB

E3 MB+iYI icronubientes

• MBC

• MBC+Micronirtrientes

FIGURA 2 Crescimento micehal do Agaricus blazei CS6 em diferentes meios

sólidos com e sem a adição de micronutrientes (mm/dia).

Isso sugere que os micronutrientes testados provavelmente desempenham

diversas funções celulares, principalmente ligadas às funções enzimáticas. Na

Figura 2, o MB acrescido de micronutrientes apresentou um crescimento mais

superficial do que o MBC, que apresentou um crescimento mais uniforme e

vigoroso. Em meio líquido, essa diferença não existiu, pois o micélio foi pesado
ao final do período de crescimento (Figura 1).

Nem todos os fungos exigem a adição de micronutrientes ao meio de

cultura. No entanto, sabe-se que alguns deles são essenciais ao metabolismo,
atuando como cofatores nas atividades enzimáticas. Nesses casos, considera-se

que esses elementos são fornecidos na forma de impurezas dos reagentes ou da

água utilizada para o preparo do meio de cultivo. Para oAgaricus blazei, esse
fornecimento indireto de micronutrientes não foi suficiente, tomando-se

necessária a sua inclusão na receita do meio de cultura. Esse comportamento é
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comum também em outras espécies de fungos celulolíticos, as quais requerem a

adição de micronutrientes juntamente com os macronutrientes comumente

utilizados (Lynd et ai, 2002). Os microelementos utilizados no meio básico de

cultivo em diferentes isolados de basidiomicetos por Inglis et ai. (2000), também

foram basicamente os mesmos usados nos testes de microelementos deste

trabalho.

4.1.2 Adição de extrato de levedura e peptona

OAgaricus blazei apresentou crescimento no meio básico (MB), oqual
continha apenas sais minerais e glicose. Noentanto, o crescimento foi melhor em

todas as concentrações conjuntas de extrato de levedura e peptona do que apenas

no MB, tendo sido mais efetivo nas concentrações de 0,08 e 0,1% (Figura 3).

• MB

DMB+EL+PEP0,04%
BMB+EL+PEPO.01%

DMB+EL+PEPO.08%
• MB+EL+PEPO.02%
HMB+EL+PEP0,1%

FIGURA 3 Crescimento micelial do Agaricus blazei CS6 em diferentes

concentrações de extrato de levedura e peptona (mg/dia).
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Além de carbono e nitrogênio, esses extratos são considerados como

fonte de aminoácidos (peptona) e vitaminas (extrato de levedura). Segundo Lynd

et ai. (2002), peptonas e extrato de levedura são requerimentos adicionais, não

sendo usualmente necessários. Por outro lado, a definição de um meio de cultura

basal, no qual o fungo se desenvolve mesmo sem a adição de fontes complexas de

nutrientes, foi importante por permitir estudos acerca de requerimentos

especificos como vitaminas, aminoácidos e bases nitrogenadas.

4.13 Adição de caseína e inositol

A adição de caseína e inositol ao MB não apresentou um efeito

significativo para o crescimento micelial do Agaricus blazei CS6 tanto em MB

como em MBC (Figura 4).
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FIGURA 4 Crescimento micelial do Agaricus blazei CS6 em diferentes meios

come sema adição de caseína e inositol (mg/dia).
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Eguchi (1995), ao relatar um procedimento para a obtenção de

protoplastos do Agaricus blazei, citou um meio de cultura contendo

casamínoácidos e inositol. Segundo ele, a adição de casamínoácidos e inositol é

importante para a formação do corpo de frutificação de Agaricus blazei. Em

eucariotos, o inositol é utilizado para a produção do fosfàtidilinositol e derivados,

os quais estão associados aos mecanismos de transdução de sinal na membrana

plasmática (Lehninger et ai., 1993). Por isso, é possível que o Agaricus blazei

seja capaz de sintetizar esta substância ou que as condições experimentais

adotadas não tenham permitido a sensibilidade suficiente para expressar o seu

efeito de forma quantitativa. Quanto aos casamínoácidos, esperava-se que a sua

adição contribuísse para o fornecimento de aminoácidos, além de nitrogênio

orgânico. No entanto, não se verificou efeito positivo da sua adição na

concentração testada.

4.1.4 Efeito da adição de cálcio ao meio básico

O Agaricus blazei apresentou um crescimento micelial mais efetivo

quando acrescido de cloreto de cálcio ao meio básico (Figura 5). O cálciotem

sido apontado pelo seu importante papel na manutenção da integridade das

membranas, atuando possivelmente também na atividade enzimática e no

funcionamento de microtúbulos e microfilamentos (Landecker, 1996). No entanto,

nem sempre os meios citados na literatura apresentam o cálcio como fonte

necessária ao desenvolvimento de fungos. Normalmente, esseelemento apresenta

problemas de precipitação com outras substâncias. Neste trabalho, constatou-se

que o Agaricus blazei CS6 precisa da adição de cálcio ao meio de cultivo para o

seu desenvolvimento, apresentando um crescimento até 40% superior em relação

ao MB sem cálcio.
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com CaCI2 sem CaCI2

FIGURA 5 Necessidade de CaCl2 no crescimento micelial do Agaricus blazei

CS6 em MB (mg/dia)

4.1.5 Crescimento micelial do Agaricus blazei em diferentes pH

Ao avaliar o crescimento do Agaricus blazei, observaram-se os melhores

resultados na faixa de pH entre 5 e 6 (Figura 6), confirmando os resultados

apresentados por Eguchi etai. (1995), os quais afirmaram que o pH ideal para a

formação dos corpos de frutificação doAgaricus blazei é 5,5.
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FIGURA 6 Crescimento micelial do Agaricus blazei CS6 em diferentes valores

depH.

No entanto, no Brasil, recomenda-se que o pH do composto de cultivo e

a terra de cobertura seja 7,0. Essa recomendação provavelmente veio da

tecnologia de cultivo do cogumeloAgaricus bisporus. Por isso, em função dos

resultados obtidos neste trabalho, deve-se questionar a prática de se adicionar

calcário tanto no composto de cultivo quanto na terra de cobertura para ajustar o

pH para 7,0. Portanto, novos estudos deverão ser conduzidos para se avaliar o

efeito do pH tanto no composto como na terra de cobertura, de maneira que se

possater umarecomendação específica para o Agaricus blazei.
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4.1.6 Diferentes fontes de carbono

O Agaricus blazei cresceu significativamente na presença de amido,

celulose e xilana (Figura 7), revelando qualitativamente a sua capacidade de
degradá-los, como já era esperado.
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FIGURA 7Crescimento micelial do Agaricus blazei CS6 em meio básico líquido
com extrato de levedura 0,1% (sem glicose) em diferentes fontes de

polissacandeos (mg/dia)
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O crescimento micelial em pectinae quitina foi devido ao fornecimento

residual de nutrientes do MB e não porque estes funcionaram como fbnte de

carbono. Os valores observados para quitina devem-se principalmente ao fato

deste reagenteser insolúvel em água, tendo ficado retidono filtro.

O Agaricus blazei é considerado um decompositor secundário pelo fato

de se desenvolver bem em substratos previamente e parcialmente decompostos

por outros saprófitas. Por isso, os resultados encontrados neste trabalho são

compatíveis com a natureTa da espécie.

Com respeito à atividade de quitinase, a sua atividade em fungos está

mais associada à síntese da parede celularduranteo crescimentomicelial,no qual

é necessária uma quebra controlada da rede formada pela quitina paraa adiçãode

novas subunidades (Carlile & Watkinson, 1994). Entretanto, a capacidade de

utilização de quitina pode ser encontrada em fungos decompositores de insetos e

cogumelos (Inbar & Chet, 1995). Segundo Maheshwari, Bharadwaj & Bhat,

(2000), poucos fungos termófilos degradam pectina.

46



4.2 Atividade enzimática do Agaricus blazei

Antes dos ensaios de atividade enzimática, foram testadas três

diferentes concentrações de extrato de levedura (0,01, 0,05 e 0,1%) para o

crescimento micelial doAgaricus blazei (Figura 8).
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FIGURA 8 Crescimento micehal do Agaricus blazei CS6 em diferentes

concentrações de extrato de levedura (mg/dia)
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Para a atividade de exoglucanase (Figura 9) do Agaricus blazei, foram

testadas as concentrações de0,01 e 0,05% de extrato de levedura com o objetivo

de estabelecer a concentração ideal. Neste caso, esta deveria ser uma

concentração que permitisse o crescimento do fungo semapresentar umefeito de

repressão na produção da enzima.

7 14 21

DIAS APÓS INDUÇÃO DO TRATAMENTO

FIGURA 9 Determinação da atividade de exoglucanase do Agaricus blazei CS6

em diferentes concentrações de extrato de levedura, em diferentes

períodos
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Verificou-se que a concentração de 0,01% foi a ideal para a indução da

síntese de exoglucanase. Épossível que oextrato de levedura na concentração de
0,05% apresente uma concentração de açúcar suficiente para promover um efeito

de repressão catabóhca sobre a síntese da enzima. Éimportante salientar, porém,
que a concentração de extratode levedura utihzadanão é suficiente comofonte de

carbono para o meio utilizado. Portanto, a concentração de 0,01% foi definida

para todos os ensaios enzimáticos neste trabalho.

4.2.1 Atividade de exo P-1,4 glucanase

A análise de-exoglucanase revelou uma maior atividade entre 2 e 4 dias

na maioria dos isolados estudados. Este comportamento pode ser explicado por
um sinergismo entre exo e endoglucanase quando o indutor enzimático foi a

celulose cristalina. Apresença de ghcose e celobiose como produtos da hidróhse

enzimática parece inibir a atividade da exoglucanase, pois observa-se uma

tendência de queda após 4dias (Figura 10). Os isolados CS4 eCS5 apresentaram
os maiores picos de atividade, aos dois dias, seguidos de CS7 e CS1, aos 4 dias.

Durante todo otempo, os isolados CS2 e CS6 apresentaram a menor atividade de

exoglucanase. Estes resultados apontaram para uma diferença entre os isolados

quanto à capacidade de utihzação da celulose como fonte de carbono. Na

atividade enzimática de exoglucanase, observou-se um padrão de comportamento
similar entre osisolados CS4 e CS5, CS7 e CS1, CS2 e CS6.
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DIAS APÓS INDUÇÃO DO TRATAMENTO

FIGURA 10 Atividade enzimática de exoglucanase de vários isolados de

Agaricusblazei (ug ghcc*e/min/mg proteína)

4.2.2 Atividade de endo P-1,4 glucanase

Observou-se um pico de atividade de endoglucanase aos 7 dias para os

isolados CS4, CS5, CS7 e CSI, seguido de uma quedaacentuada, com exceção

de CSI, que manteve a atividadeconstanteaté os 21 dias (Figura 11). O isolado

CS2 apresentou um pico de atividade somente aos 14 dias, enquanto CS6

apresentou atividade máxima aos 4 dias, com posterior queda e mantendo

atividade constante até os 21 dias.
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FIGURA 11 Atividade enzimática de endoglucanase de vários isolados de

Agaricus blazei (ugglicose/min/mg proteína).

Como observado para exoglucanase, os isolados CS2 e CS6

apresentaram menor atividade para endoglucanase. No entanto, os autores não

fizeram qualquer referência acerca da atividade enzimática entre diferentes

isolados. Alguns poucos trabalhos relatam ouso de marcadores moleculares para
estudos de diversidade genética entre linhagens de Agaricus bisporus (Khush et
ai., 1992).

4.2.3 Atividade de P-glicosidase

Embora não tenha ação direta, a enzima p-glicosidase estimula a

hidrólise da celulose (Cai et ai., 1999), sendo considerada parte do sistema

celuiase. Por isso, a atividade dessa enzima foi também avahada neste trabalho,
cujos resultados estão expressos na figura 12.
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FIGURA 12 Atividade enzimática de p-glicosidase de vários isolados de

Agaricus blazei (ug glicose/min/mg proteína)

Ao contrário do que se observou nos ensaios de exo e endoglucanase, os

isolados CS2 e CS6 apresentaram os maiores picos de atividade de p-glicosidase

em relação aos demais isolados. Observou-se também um padrão de

comportamento similar entre os isolados observados.

Os resultados dos ensaios enzimáticos do complexo celuiase evidenciam

uma diferença de atividade entre os isolados, sendo que CS2 e CS6 apresentaram

os menores picos de atividade de exo e endoglucanase. No entanto, para p-

glicosidase, os mesmos isolados apresentaram maior atividade que os demais

(Tabela 1).

52



TABELA 1. Picos de atividades enzimáticas dos isolados de A. blazei

Isolados Exoglucanase Endoglucanase Pglicosidase (ug p
deAblazà (ug glícose/mín/mg (ugglicose/min/mg uitro fenol/min/mg

proteína) proteína) proteína)
CS4 2 dias 0,47 7 dias 0,25 7 dias 238

CS5 2 dias 0,38 7 dias 0,26 21 dias 509
CS7 4 dias 0,36 7 dias 0,23 2 dias 573
CSI 4 dias 0,28 7 dias 0,16 7 dias 69
CS2 21 dias 0,13 14 dias 0,11 4 dias 3166
CS6 4 dias V1 4 dias 0,16 4 dias 1706

Esses resultados indicam que os isolados estudados poderiam ser

separados em dois ou três grupos segundo a sua capacidade de utilização da

celulose.

4.4.4 Atividade de xilanase

Nenhum dos isolados de Agaricus blazei apresentou atividade de

xilanase suficiente para a sua medição pela sensibilidade do método utilizado.

Somente aos 21 dias verificou-se umprincípio dereação como CM-xylan-RBB,

no entanto, insuficiente para determinação da atividade. Portanto, serão

necessários períodos decrescimento superiores aos utilizados neste trabalho para

avaliação da atividade desta enzima entre os diferentes isolados de A. blazei.

Segundo Lemos et ai. (2001), o uso de extrato de levedura como suplemento de

fonte denitrogênio resultou em considerável aumento naprodução de xüanases,

mostrando a importância dessa fonte orgânica denitrogênio para o metabolismo

de Aspergillus awamori. Portanto, para futuros ensaios sobre atividade de

xilanase, será imeressante testar maiores concentrações de extrato de levedura

com o objetivo de induzir uma maior atividade desta enzima

53



5 CONCLUSÕES

A adição de micronutrientes, peptona, extrato de levedura e cálcio foi

importante para o melhorcrescimento micelial do Agaricus blazei. No entanto, a

definição de um meio básico (sais minerais e fonte de carbono) para o seu

desenvolvimento foi fundamental por permitir a realização de futuros estudos

sobreos fatores nutricionais para a indução da frutificação "in vitro".

Para estudos de atividade enzimática, o MB para o crescimento micelial

do cogumelo deve ser acrescido de 0,01% de extrato de levedura.

Os resultados de atividade enzimática de exo e endoglucanase e p-

glicosidase indicaram que alguns dos isolados estudados são de origens

diferentes, apresentando um comportamento diferenciado.

Para se determinar a atividade enzimáticade xilanase, o tempo de cultivo

deverá ser superior a 21 dias. Além disso, maiores concentrações de extrato de

levedura deverão ser testadas.

Diferentes atividades enzimáticas entre os isolados de Agaricus blazei

podem se refletirna produção de cogumelos. Através dessas informações, poderá

ser possível adotar um programa de seleção de linhagens, correlacionando as

atividades enzimáticas de cada isolado com a capacidade de utilização do

composto e a produção de cogumelos, permitindo estabelecer o potencial de cada

isolado como inoculante comercial.
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