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RESUMO

O consumo do cogumelo shiitake (Lentinula edodes) tem crescido no
Brasil, tornando sua oferta menor do que a demanda. E necessario promover o
desenvolvimento de novas tecnologias de cultivo desse cogumelo e a selegdo de
linhagens tanto para o cultivo comercial quanto para o melhoramento genético &
uma etapa importante nesse processo. O conhecimento dos requerimentos
nutricionais das linhagens de Lentinula edodes, bem como a caracterizagdo
enzimatica, ¢ uma etapa importante na selecdo das linhagens. Este trabalho foi
realizado com os objetivos de avaliar o crescimento de seis linhagens de
Lentinula edodes (LE, LE2, LE3, LE4, LE5 e LE6) em cinco meios de cultivo ¢
caracterizar as linhagens quanto a producao de ligninases e celulases no meio de
cultivo selecionado como melhor para o crescimento das linhagens. O meio de
cultivo que proporcionou maior crescimento micelial das linhagens foi utilizado
para a realizagdo de testes semiquantitativos de ligninases e celulases a fim de
proceder a selecao de trés linhagens para a realizagdo de uma curva enzimatica
de 28 dias. Amostras para os ensaios enzimaticos ¢ dosagem de proteinas totais
foram coletadas com 7, 14, 21 e 28 dias de incubagdo. As outras trés linhagens
que ndo participaram da curva foram inoculadas nos mesmos meios de cultivo e
as amostras foram coletadas com 7 e 28 dias, para os ensaios das celulases e 28
dias para ligninases. A atividade de exoglucanase diminuiu com o
desenvolvimento da curva para as linhagens LE3 e LE6. A linhagem LE6 se
destacou na produgdo de endoglucanase, 107,2 U mg de proteina™, com 14 dias
de incubagdo, B-glicosidase, manganés peroxidase e lacase, sendo as atividades
dessas enzimas de 126,8 U mg de proteina™; 26,2 U mg de proteina™ e 333,7,
respectivamente, com 28 dias de incubagdo. A producdo de exoglucanase,
endoglucanase e [B-glicosidase foi maior com 7 dias de incubacdo para as
linhagens LE, LE2 e LES. A produgdo de endoglucanase e B-glicosidase
aumentou com 28 dias, enquanto a producdo de exoglucanase diminuiu. A
atividade de ligninases foi inferior para essas linhagens quando comparadas as
linhagens LE3, LE4 ¢ LE6. Nao foi detectada atividade de lignina peroxidase
para nenhuma das linhagens. A linhagem LES apresentou o melhor crescimento
no meio acrescido de extrato de levedura. A linhagem LE6 se destacou na
producdo de lacase, manganés peroxidase, endo-fB-1,4-glucanase e -glicosidase
e a linhagem LES se destacou na producdo de exo-B-1,4-glucanase. Todas as
linhagens apresentaram maior massa seca nos meios contendo avicel e
carboximetilcelulose, apos 28 dias de incubagao.

Palavras-chave: Lentinula edodes. Requerimentos nutricionais. Ligninases.
Celulases.



ABSTRACT

The consumption of shiitake mushroom (Lentinula edodes) has been
increasing in Brazil, making its supply less than the demand. It is necessary to
develop new technologies that mushroom cultivation and selection of strains for
both the commercial cultivation and genetic improvement is an important step in
this process. Knowledge of nutritional requirements of strains of Lentinula
edodes and the enzymatic characterization are important steps in the selection of
strains. The objectives of this study were to evaluate the growth of six strains of
Lentinula edodes (LE, LE2, LE3, LE4, LE5 and LE6) in five culture media, to
characterize the strains and the production of ligninases and cellulases in the
culture medium selected as best for the growth of the strains. The culture
medium that provided the greatest mycelial growth of the strains was used for
semi-quantitative testing of ligninases and cellulases for the selection of three
strains to carry out a 28-day enzymatic curve. Samples for enzyme assays and
determination of total proteins were collected at 7, 14, 21 and 28 days of
incubation. The other three strains that did not participate in the curve were
inoculated in the same culture media and samples were collected 7 and 28 days
for testing of cellulases and 28 days for ligninases. The exoglucanase activity
decreased with the development curve and for strains LE3 to LE6. Strain LE6
excelled in the production of endoglucanase, 107.2 U mg protein-1, with 14 days
of incubation, [B-glucosidase, manganese peroxidase and laccase, and the
activities of these enzymes to 126.8 U mg protein-1 , 26.2 U mg protein-1 and
333.7 respectively, with 28 days of incubation. The production of exoglucanase,
endoglucanase and B-glucosidase was highest with 7 days of incubation for
strains LE, LE2, and LES. The production of endoglucanase and -glucosidase
increased with 28 days while the production of exoglucanase decreased. As
regards ligninases, the activity was lower for these strains as compared to strains
LE3, LE4 and LE6. Lignin peroxidase activity was not detected for any of the
strains was detected. Strain LES showed the best growth in the medium plus
yeast extract. Strain LE6 excelled in the production of laccase, manganese
peroxidase, B-endo-1,4-glucanase and B-glucosidase and strain LES excelled in
the production of exo-fB-1,4-glucanase. All strains presented higher dry matter
content in media containing carboxymethylcellulose and Avicel after 28 days of
incubation.

Keywords: Lentinula edodes. Nutrient Requirements. Ligninases. Cellulases.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Avaliacdo semiquantitativa de lacase para a linhagem LE 3............... 44
Figura2 Avaliagdo semiquantitativa de lignina peroxidase e manganés
peroxidase para a linhagem LES.........c.cccoooiiiieiiiiiiieeeee e, 45

Figura 3 Avalia¢do semiquantitativa de celulase para a linhagem LE3............ 45



Grafico 1

Grafico 2

Grafico 3

Grafico 4

Grafico 5

LISTA DE GRAFICOS

Curva de produgdo de manganés peroxidase para as linhagens
LE3, LE4 ¢ LE6 de Lentinula edodes...........coeeevvvvneeeiiiiiiiiinieneeenn. 48
Curva de producdo de lacase para as linhagens LE3, LE4 e LE 6 de
Lentinula dodes ........coceereeeeiieiieeeeeee e 48
Curva de indugdo de exo-1,4-B-glucanase para as linhagens LE3,
LE4 e LE6 de Lentinula edodes.........c.ccecevereeninieninenncncnecncnnens 51
Curva de indugdo de endo-1,4-B-glucanase para as linhagens LE3,
LE4 e LE6 de Lentinula edodes.........c.cceceverieninieninieeenceeens 52
Curva de inducao de B-glicosidase para as linhagens LE3, LE4 e
LEG6 de Lentinula edodes ..........ccooerieiinieienieieeeeee e 53



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3
Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Crescimento micelial (mm dia) das linhagens de Lentinula edodes

em diferentes meios de CUltiVO .......coeeuvieiiieeciiieeiiecee e 41
Massa seca (mg dia) das linhagens de Lentinula edodes em
diferentes meios de CUltiVO ......ooueeieiiirieieree e 42
Indice enzimatico para lacase com cinco dias de incubagio .............. 44
Atividade de manganés peroxidase e lacase (U mg proteina™) para
as linhagens LE, LE2 ¢ LE5 com 28 dias de incubagéo..................... 49

Atividade de endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-glucanase e J-
glicosidase (U mg proteina™), para as linhagens LE, LE2 e LES,
com 7 e 28 dias de iNCUbACAO .......c..eeeveeeeveeeeieceiee e 54
Massa seca micelial (mg) das linhagens de Lentinula edodes nos
diferentes meios de cultivo, ap6s 28 dias de incubagio ..................... 57



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5
2.5.1
2.5.1.1
2.5.1.2

2.5.1.3

2.5.2

2.5.2.1
2.5.2.2
2.5.2.3

3.1
3.2

3.3

3.3.1
3.3.2

3.3.3
34

34.1
3.4.2
343
35

3.5.1
3.5.2

353
3.6

4.1

SUMARIO

INTRODUCGAO ..o, 13
REFERENCIAL TEORICO ...........cooomiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeees 15
Caracteristicas gerais de Lentinula edodes...........c.ccocoveevieniennnnee. 15
Requerimentos nutricionais para o crescimento ........................... 16
Potencialidades do cogumelo Lentinula edodes............c.ccccvenenne. 18
Decomposicao de lignina e celulose..................cccooeevviinciiiniiennnnn, 20
Producao de enzimas por fungos basidiomicetos .......................... 22
LAGNINASES.........oiiiiiiiiiiiieecee et 23
Lacase (benzenodiol: oxigénio oxidorredutases (EC 1.10.3.2)......24
Lignina peroxidase [1,2-bis(3,4- dimetoxifenil) propano-1,3
diol:hidrogenperoxido oxidorredutases, EC 1.11.1.14)] - LiP......25
Manganés peroxidase [Mn (II):hidrogeno-peroxido
oxidorredutases, EC 1.11.1.13) —MnP .................cccccoiiiiiiiiin, 26
CelUlASES ..o e 27
Endo-1,4-p-glucanase (EC 3.2.1.4, endocelulase) ......................... 27
Exo-1,4-p-glucanase (EC 3.2.1.91; celobio-hidrolase)................... 28
B-glucosidase (EC 3.2.1.21) ......cccceviiiiniieeie e 29
MATERIAL E METODOS .......ooooiiiiiieiineiseeiieseseseeessiseeens 31
MIiCrOrganISINOS .........eeiiiiiiiiiiiiieiiie ettt ettt et et sreeeas 31
Avaliacao do crescimento micelial em diferentes meios de

CUIEIVO .o 31
Avaliacio semiquantitativa da producio de ligninases e

CCIUIASES ...t e 32
Avaliaciao semiquantitativa da producio de lacase....................... 33
Avaliacio semiquantitativa da producio de lignina peroxidase e
mManganeés PeroXidase ..............coecuiriieiienienie e 33
Avaliacio semiquantitativa da producio de celulase.................... 33
Curva de inducio de celulases..................ccoeeevviiiiiiiiiiiciieccieee, 34

Determinacio da atividade de endo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.4)35
Determinacao da atividade de exo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.91)35

Determinaciao da atividade de p-glicosidase (EC 3.2.1.21) ........... 36
Curva de produciio de ligninases ..............ccccoeveiiniiiniieinieenieeenn, 36
Determinacio da atividade de lacase (EC 1.10.3.2)..................... 37
Determinacao da atividade de manganés peroxidase (EC

ToLL T I3) e 38
Determinacio da atividade de lignina peroxidase (EC 1.11.1.14) 38
Determinacio de proteinas totais..................cccoeevvveriiiniieinieeniens 39
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......cooovveiiiiieinrieeieeseesneenne. 40

Crescimento micelial e peso seco em diferentes meios de cultivo.40



4.2

Avaliacio semiquantitativa da producio de ligninases e

COIUIASES ... 43
Curva enzimatica....................cooc 47
CONCLUSAO ..o 58

REFERENCIAS ..o, 60



13

1 INTRODUCAO

O consumo do cogumelo shiitake (Lentinula edodes) tem crescido no
Brasil, tornando sua oferta menor do que a demanda. Diante disso, ¢ necessario
o desenvolvimento de novas tecnologias de cultivo desse cogumelo e a selecao
de linhagens tanto para o cultivo comercial quanto para o melhoramento
genético € uma etapa importante nesse processo.

O conhecimento dos requerimentos nutricionais de cada linhagem ¢
necessario para a definicdo de um melhor meio de cultivo que possibilite maior
taxa de crescimento micelial. Uma vez estabelecido o melhor meio de cultivo
para as linhagens, a produgdo de indculo primario ¢é feita em menor tempo. Além
disso, ¢ importante saber qual linhagem possui a maior taxa de crescimento, ja
que uma linhagem com crescimento micelial mais acelerado possibilita
colonizagdo rapida do substrato, diminuindo as chances de contaminagdo, além
de acelerar o processo de produgdo.

A colonizagdo de substratos lignocelulosicos por Lentinula edodes
depende da produgdo de enzimas hidroliticas e oxidativas, entre as quais se
destacam as ligninases e as celulases. Ligninase ¢ um termo geral que se refere
as enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase. Alguns fungos
tém a capacidade de secretar todas essas enzimas enquanto outros produzem
duas delas ou apenas uma. As ligninases ndo tém acdo sinérgica, podendo atuar
separadamente. Ja as celulases compreendem as enzimas endo-1,4-B-glucanase,
exo-1,4-B-glucanase e B-glicosidase que, ao contrario das ligninases, tém acao
sinérgica. Uma vez que um dos fatores que influenciam o sucesso da
colonizacdo do substrato é a secrecdo dessas enzimas, a caracterizagdo
enzimatica dos isolados de Lentinula edodes é uma etapa importante na selecdao

de uma linhagem com elevado potencial de producao.
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Este trabalho foi realizado com os objetivos de definir os requerimentos
nutricionais de seis linhagens de Lentinula edodes e caracterizar as linhagens
quanto a produgdo das enzimas lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase,
endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-glucanase ¢ B-glicosidase no meio de cultivo

selecionado como melhor para o crescimento das linhagens.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais de Lentinula edodes

O numero de espécies de cogumelos existentes na natureza ¢ estimado
em cerca de 10.000, dos quais aproximadamente 10% sdo comestiveis (CHYE;
WONG; LEE, 2009). A divisdo Basidiomycota abrange a maioria dos
cogumelos comestiveis e os mais cultivados sdo o Agaricus bisporus, Pleurotus
spp., Lentinula edodes e Agaricus brasiliensis (KERRIGAN, 2005; URBEN et
al., 2001).

Segundo Urben et al. (2001), Lentinula edodes ¢ um fungo aerdbio,
lignolitico, pertencente a Classe Basidiomycetes, Subclasse
Holobasidiomycetidae, Ordem Agaricales, Familia Tricholomataceae.

O cogumelo Lentinula edodes (Berk.) Pegler, mais conhecido como
shiitake, é uma iguaria culindria e tem sido tradicionalmente utilizado na
medicina asiatica ha 2.000 anos. Esse cogumelo contém proteinas, lipideos
(principalmente acido linoleico), carboidratos, fibras, minerais, vitaminas Bl,
B2 e C, além de ergosterol, a provitamina D. Um dos compostos de maior
importancia isolados desse cogumelo ¢ a lentinana [(C6H1005)n], um
polissacarideo com massa molecular de 500 KDa, o qual age como ativador dos
linfocitos T e outros efetores celulares que modulam a liberagdo de citocinas
que, por sua vez, podem ser responsaveis, indiretamente, por sua atividade
antitumoral e antimicrobiana (ZUCCATO et al., 2000).

O valor nutricional dos cogumelos varia em funcdo da espécie, da
linhagem cultivada, do processamento apods colheita, do estagio de
desenvolvimento do basidioma, da parte do basidioma e do tipo de substrato de

cultivo utilizado (MANZI; AGUZZI; PIZZOFERRATO, 2001).
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Lentinula edodes (Berk.) Pegler é considerado o segundo mais popular
cogumelo comestivel no mundo devido a seu aroma, sabor, valor nutricional e
propriedades medicinais (ISRAILIDES et al., 2008; NIKITINA et al., 2007;
SILVA; CAVALLAZZI; MULLER, 2007; SMITH; ROWAN; SULLIVAN,
2002; WASSER, 2002). Possui um ciclo de vida de duas fases, crescimento
micelial e formagdo de corpos de frutificacdo, sendo ambos afetados pelas
propor¢des de celulose, lignina e hemicelulose e nitrogénio do substrato de
cultivo (PHILIPPOUSSIS; DIAMANTOPOULOU; ZERVAKIS, 2003). A
capacidade desse fungo de colonizar substratos ricos nessas substancias torna
este organismo biodegradador eficiente de madeira.

Suplementos contendo carboidratos facilmente disponiveis e nitrogénio
(por exemplo, farelos de cereais) sdo normalmente adicionados aos residuos para
acelerar o crescimento e aumentar o rendimento de producdo (OHGA; ROYSE,
2001; SILVA; CAVALLAZZI; MULLER, 2007). O grau de colonizagdo do
substrato, determinada por taxas de extensdo do micélio, produgdo de biomassa
e atividade enzimatica, é de grande importancia para o sucesso do cultivo (DI
LENA; VIVANTIL; QUAGLIA, 1997; LEATHAM, 1985; PHILIPPOUSSIS;
DIAMANTOPOULOU; ZERVAKIS, 2003; SILVA; MACHUCA;
MILAGRES, 2005a).

2.2 Requerimentos nutricionais para o crescimento

Durante a colonizagao, as hifas sdo responsaveis pela absor¢do de agua e
nutrientes simples a partir do substrato onde crescem. A parede celular das hifas
¢ responsavel por essa absor¢do e, na presenga de substancias mais complexas,
ocorre a liberagdo de enzimas que atuam na decomposi¢do dessas substincias

em subunidades assimilaveis (KRUGNER; BACHI, 1995).
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O equilibrio entre as fontes de C, N, P, vitaminas e micronutrientes na
composi¢do do meio de cultura é um fator decisivo para o crescimento ¢ a
esporulagdo dos microrganismos, notadamente o tipo e a concentragdo de fontes
de C e N. Microrganismos pouco exigentes, como as bactérias do género
Pseudomonas, podem crescer em meios de cultura com composi¢do sintética
simples, porém, numerosos microrganismos, como os fungos, necessitam de um
ou mais micronutrientes, vitaminas ou outros compostos. E desejavel encontrar
para cada microrganismo as necessidades minimas de nutricdo e, com isso,
desenvolver um meio minimo que contenha somente os compostos realmente
necessarios ao crescimento e a esporulacdo (SILVA; MELO, 1999).

Os fungos sdo bastante versateis na utilizacdo de compostos de carbono,
0s quais sdo necessarios tanto para a sintese de macromoléculas como para a
producdo de energia. Os fungos podem utilizar como fonte de carbono uma
diversidade de compostos, tais como monossacarideos, acidos orgénicos,
aminoacidos, alcoois, além de certos compostos policiclicos e polissacarideos,
como lignina e celulose. A fonte de carbono mais comumente utilizada para o
crescimento de fungos em laboratorio € a glicose, a qual ¢ muito bem utilizada
pela maioria dos fungos, embora algumas espécies cres¢am melhor em outras
fontes de carbono e algumas em uma mistura de fontes (CHANG; MILES,
2004).

O nitrogénio é essencial para a sintese de proteinas, acidos nucleicos ¢
polissacarideos como a quitina, que ¢ um importante componente da parede
celular dos fungos. Dada a sua importancia, a necessidade de nitrogénio para
qualquer espécie de fungo precisa ser suprida na forma de fontes inorganicas ou
de extratos naturais ou industriais como peptona, extrato de levedura, extrato de
malte, etc. Quando utilizados na composi¢ao dos meios de cultivo, esses extratos
constituem fonte complexa de diferentes nutrientes, como carbono, nitrogénio,

vitaminas e sais minerais. Além dos macronutrientes (enxofre, fésforo, potassio
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e magnésio), os fungos podem apresentar diferentes exigéncias quanto a adicao
de elementos traco, como ferro, zinco, manganés, cobre ¢ molibdénio. Da
mesma forma, as exigéncias de vitaminas podem variar bastante de uma espécie
para outra, sendo biotina e tiamina as mais comumente requeridas entre as
diferentes espécies de fungos (CHANG; MILES, 2004).

As vitaminas sdo moléculas organicas requeridas em pequenas
quantidades e ndo sdo usadas como fonte de energia ou material estrutural. Essas
moléculas participam da acdo catalitica, atuando como coenzimas. A maioria
dos fungos tem requerimentos nutricionais relativamente simples, mas alguns
requerem uma ou mais vitaminas. O requerimento indica a falta de habilidade do
fungo em sintetizar a vitamina. A mais comumente requerida pelos fungos ¢ a
tiamina (Vitamina B1), a qual é requerida em concentragoes de cerca de 100
pug/L. Diversos basidiomicetos possuem deficiéncia de tiamina. A segunda
vitamina mais comumente requerida pelos fungos ¢ a biotina, conhecida
também como vitamina B7 e como vitamina H. Os requerimentos de biotina sdo
satisfeitos com quantidades de aproximadamente 5 pg/L. Outras vitaminas
requeridas por certos fungos sdo acido nicotinico (B3), acido pantoténico (B5) e

acido p-aminobenzoico (CHANG; MILES, 2004).

2.3 Potencialidades do cogumelo Lentinula edodes

Substancias bioativas com acdo antitumoral, hipocolesterolémica,
hipoglicemiante, imunomoduladora, antimutagénica, antimicrobiana e com
atividade antioxidante tém sido encontradas em basidiomicetos (CUI et al.,
2006; LEE, B. et al., 2004; METHACANON et al., 2005; SHON; NAM, 2001).

Algumas propriedades funcionais de Lentinula edodes, como
hipocolesterémicos, antimicrobianos e antioxidantes, tém sido intensamente

investigadas (HATVANI, 2001; MANZI; PIZZOFERATTO, 2000; MAU;
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CHAO; WU, 2001; SHIMADA; MORITA; SUGIYAMA, 2003; YANG; LIN;
MAU, 2002). Também foi confirmado que o shiitake pode aumentar a atividade
imunologica de animais submetidos a terapia com o mesmo (CHANG, 1996).

Os beneficios medicinais de Lentinula edodes tém sido pesquisados,
mais notadamente a propriedade antitumoral, por produzir um polissacarideo
chamado lentinana, uma B-D-glucana (1—3) ramificada em C-6 por unidades de
glicopiranose B(1—06), sendo duas ligacdes glicopiranosidicas (1—6) para cada
cinco ligacdes glucopiranosidicas B (1—3), responsavel por este efeito (KIM;
KACEW; LEE, 1999; MAEDA et al., 1988).

O estipe de L. edodes ¢ rico em quitina e quitosana, o que lhe confere
forte acdo antioxidante, principalmente na habilidade como quelante de ions
ferro e contra radicais hidroxila, evidenciando a necessidade de que essa parte
do cogumelo seja mais aproveitada tanto para alimentagdo como para a industria
farmacéutica (YEN et al., 2007).

A importancia de Lentinula edodes deve-se ao seu valor nutricional e a
possibilidade de sua aplicagdo medicinal. Além disso, L. edodes pertence ao
grupo de fungos de podridao branca (WRF - white rot fungi), os quais possuem
um sistema enzimatico lignolitico extracelular que tem a capacidade de degradar
varios xenobidticos perigosos (POINTING, 2001), como aditivos para
combustiveis (YADAV; REDDY, 1993), pesticidas organoclorados (BUMPUS
et al., 1985), bifenilos policlorados (NOVOTNY et al., 1997), hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAH) (FIELD et al., 1992) e pentaclorofenol (LAMAR;
DIETRICH, 1990), o que permite sua aplicagdo em biorremediacao
(POINTING, 2001).

As enzimas dos fungos de podridao branca t€ém se mostrado tUteis na
degradacdo de uma variedade de poluentes persistentes no ambiente. Algumas
destas enzimas sdo extracelulares e, na natureza, elas estdo provavelmente

envolvidas com a degradagdo da madeira. A biorremediacdo de efluentes
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industriais também tem sido investigada utilizando-se fungos de podriddo
branca. A capacidade de fungos para o branqueamento e desinfeccdo de
efluentes foi analisada em um estudo. As enzimas encontradas neste caso foram
lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, mais uma vez corroborando o

seu potencial (MAYER; STAPLES, 2002).

2.4 Decomposicio de lignina e celulose

A lignocelulose ¢ composta por trés componentes principais: celulose,
hemicelulose e lignina. Além disso, pequenas quantidades de outros materiais,
tais como cinzas, proteinas e pectina, podem ser encontradas nos residuos
lignocelulosicos em diferentes proporgdes, dependendo da fonte (SANCHEZ,
2009). Celulose, o principal constituinte de todo o material vegetal, ¢ um
biopolimero linear consistindo de moléculas de glicose ligadas por ligacdes
glicosidicas B-1,4. O acoplamento de cadeias adjacentes de celulose por meio de
pontes de hidrogénio e forgas de van der Waals resulta no alinhamento paralelo
de estruturas cristalinas conhecidas como microfibrilas (ZHANG; HIMMEL;
MIELENZ, 2006).

Ao contrario da celulose, hemiceluloses sdo polimeros heterogéneos de
pentoses (xilose e arabinose) ¢ hexoses (principalmente manose, sendo menos
frequentes glicose e galactose). A composicdo altamente variavel de
hemiceluloses é dependente da sua fonte vegetal (SAHA, 2000, 2003).

Lignina, o segundo biopolimero mais abundante na Terra e um polimero
heterogéneo em residuos lignocelulosicos, ¢ naturalmente sintetizado, tendo uma
cadeia aromatica como sustentagdo. Em geral, contém trés precursores alcoois
aromaticos, incluindo o alcool coniferil, sinapil e cumarilico (WEI et al., 2009).
Esses precursores formam guaiacil, siringil e p-hidroxifenil, subunidades da

molécula de lignina, respectivamente (MARTINEZ et al., 2005). A composi¢ao
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da lignina varia entre grupos de plantas diferentes. O acoplamento oxidativo
desses mondmeros de lignina cria uma estrutura complexa em que a lignina ¢
altamente recalcitrante a degradagdo (WONG, 2009).

Embora a lignina resista ao ataque da maioria dos microorganismos, os
fungos de podridao branca sdo capazes de degradar a lignina de forma eficiente
(ABBAS et al., 2005; WONG, 2009). Os basidiomicetos sdo os degradadores
mais potentes desses polimeros porque muitas espécies crescem em madeira
morta ou em ambiente rico em celulose (LYND et al., 2002). A degradacao da
lignocelulose exige um conjunto complexo de enzimas extracelulares.
Hidrolases extracelulares e oxidorredutases estdo envolvidas na quebra da
lignocelulose e sdo produzidas por muitos fungos ligninoliticos. Embora um
grande numero de hidrolases fingicas e oxidorredutases ja tenha sido isolado e
caracterizado, ha, ainda, um grande interesse, especialmente para aplicagdes
biotecnologicas (BALDRIAN; SNAJDR, 2006; HOFRICHTER, 2002;
MARTINEZ et al., 2005).

Fungos lignoceluloliticos produtores de enzimas incluem desde espécies
de ascomicetos (por exemplo, Trichoderma reesei) e basidiomicetos, como
fungos de  podriddo-branca (por exemplo, Lentinula edodes) e fungos
causadores da podridao-parda (por exemplo, Fomitopsis palustris). Além disso,
poucas espécies anaerdbias (por exemplo Orpinomyces sp.) sdo capazes de
degradar a celulose no trato gastrintestinal de ruminantes (LJUNGDAHL, 2008;
YOON et al., 2007). A degradagdo de lignocelulose por estes fungos ¢é realizada
por uma complexa mistura de celulases (BAYER et al., 1998), hemicelulases
(LJUNGDAHL, 2008) e ligninases (SANCHEZ, 2009; WENG et al., 2008),

refletindo a complexidade desses materiais.
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2.5 Producio de enzimas por fungos basidiomicetos

Lentinula edodes é um eficiente biodegradador de madeira e seu cultivo
¢, tradicionalmente, em alguns paises, realizado em toras de carvalho. No Brasil,
¢ cultivado em toras de Eucaliptus spp., por ser um recurso renovavel e
abundante. Embora Eucaliptus spp. apresente vantagens para o cultivo de
Lentinula edodes, o uso de residuos lignoceluldsicos pode ser um processo mais
economicamente viavel para o cultivo em grande escala, devido a bioconversao
rapida. A utilizagdo de substratos lignoceluldsicos para o cultivo de cogumelos
depende da producdo de um conjunto de enzimas hidroliticas e oxidativas
capazes de converter compostos lignocelulosicos, de alto peso molecular, em
moléculas de baixo peso molecular que podem ser assimiladas pelo fungo e
transformadas em energia (BUSWELL; CAI; CHANG, 1996).

Entre as enzimas hidroliticas, endoglucanase ¢ lacase sdo produzidas por
cepas de L. edodes, sendo suas atividades relacionadas e¢ dependentes da
composi¢do do substrato e fatores ambientais (BUSWELL et al.,, 1996;
ELISASHVILI et al., 2008; SILVA; MACHUCA; MILAGRES, 2005b). Este
fungo ja foi descrito como um bom produtor de manganés peroxidase, enquanto
lignina peroxidase, aparentemente, ndo desempenha papel importante em seu
sistema enzimatico ligninolitico (BUSWELL; CAI; CHANG, 1995; HATVANI;
MECS, 2002; MAKKAR et al., 2001; MORAES et al., 2001). Além disso, ele
tem a capacidade de descolorir corantes industriais e de degradar algumas
substancias perigosas (BUMPUS et al., 1985; FIELD et al., 1992; HATVANI;
MECS, 2002).

O cultivo de L. edodes em meio solido com base em lignocelulose é um
meio atraente de producdo de enzimas. No entanto, a utilidade dos materiais
lignocelulodsicos para a producao de enzimas ¢ limitada pela falta de uma técnica

simples e reproduzivel para preparar extratos ativos, uma vez que as condigdes
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de extragdo influenciam grandemente os valores obtidos. Temperatura e tipo de
solvente sdo conhecidos como parametros importantes na extragdo de solutos de
solidos. Além disso, quando se lida com enzimas, é necessario levar em conta a
estabilidade térmica da enzima. A estabilidade da atividade de manganés
peroxidase ¢ fortemente influenciada pelo pH, bem como a temperatura ¢ o
tempo de incubacdo (SUTHERLAND; AUST, 1996).

Ja o cultivo de fungos basidiomicetos em meio liquido permite
a formagdo de mais biomassa em menos tempo, favorece a dispersdo do fungo e
a adaptagdo e é mais facil de manipular (GUILLEN-NAVARRO et al., 1998;
WU et al., 2004).

A producdo de lacases e peroxidases depende da espécie de fungo, das
condi¢des de cultivo, das fontes de carbono e nitrogénio e suas concentragdes
(STAIJIC et al., 2006). Estudos t€m sido realizados para verificar o efeito das
fontes de carbono na produgdo de enzimas ligninoliticas por distintas espécies
de basidiomicetos (ELISASHVILI et al., 2006; MIKIASHVILI et al., 2006). Em
alguns desses estudos foi mostrado que tanto a natureza quanto a concentragao
das fontes de nitrogénio sdo os fatores de regulacdo da produgdo de enzimas
ligninoliticas por basidiomicetos de podriddo branca (ELISASHVILI et al.,
2006; GALHAUP et al., 2002; MIKIASHVILI et al., 2006; STAJIC et al.,
2006).

2.5.1 Ligninases

A degradacdo da lignina por fungos ¢ feita pela secrecdo de enzimas
coletivamente chamadas de “ligninases”. A ligninases podem ser classificadas
em fenoloxidases (lacase) e heme peroxidases (lignina peroxidase — LiP,
manganés peroxidase — MnP) (MARTINEZ et al., 2005). Em geral, lacases

usam a molécula de oxigénio como aceptor de elétrons enquanto as peroxidases
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usam o perdxido de hidrogénio como cossubstrato (MAI; KUES; MILITZ,
2004). Os fungos de degradagdo branca secretam uma ou mais das ligninases em

adi¢do a outros compostos necessarios para efetivar a degradagdo da lignina

(WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003).

2.5.1.1 Lacase (benzenodiol: oxigénio oxidorredutases (EC 1.10.3.2)

Lacases sdo multicobre oxidorredutases que usam a molécula de
oxigénio para oxidar varios compostos aromdticos € ndo aromaticos
(BALDRIAN, 2006; CLAUS, 2004). Lacases acoplam a reducdo do oxigé€nio
em duas moléculas de dgua com a oxidacdo de uma variedade de substratos,
como fenois, arilaminas, anilinas, tiois e lignina (THURSTON, 1994). Quatro
ions de cobre em seu centro catalitico mediam o processo redox
(MESSERSCHMIDT; HUBER, 1990).

Essa enzima ja foi encontrada em muitas plantas e insetos (CLAUS,
2004). No entanto, na maioria das vezes, lacases foram encontradas e estudadas
em fungos de podriddo-branca, como Lentinus tigrinus (FERRARONI et al.,
2007), Pleurotus ostreatus D1 (POZDNIAKOVA et al.,, 2006), Cerrena
unicolor estirpe 137 (MICHNIEWICZ et al., 2006), T. versicolor (NECOCHEA
et al., 2005), Trametes sp. linhagem AH28-2 (XIAO et al., 2003), Trametes
pubescens (SHLEEV et al., 2007) e Cyathus bulleri (SALONY; BISARIA,
2006). A produgdo de lacase usando meio de cultura liquido também tem sido
relatada em fungos da podriddo marrom, incluindo Coniophora puteana (LEE,
K. etal., 2004).

Fungos de degradagdo branca produzem combinag¢des diferentes de
enzimas; ha fungos que produzem LiP ¢ MnP, MnP e lacase, fungos produtores
de LiP e lacase e outros que ndo produzem nem LiP nem MnP (HATAKKA,
1994).
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Como lacases trabalham eficientemente em uma ampla gama de
substratos sem cofatores, podem ter valor significativo em muitas aplicagdes
biotecnoldgicas, tais como no branqueamento de celulose, em biossensores
(KULYS; VIDZIUNAITE, 2003), na industria de alimentos (SELINHEIMO et
al., 2007), na industria téxtil (RODRfGUEZ; HOFER, 2004), na biorremediagdo
de solo (NYANHONGO; COUTO; GUEBITZ, 2006) ¢ na producao de
polimeros complexos em quimica sintética (MUSTAFA et al., 2005).

2.5.1.2 Lignina peroxidase [1,2-bis(3,4- dimetoxifenil) propano-1,3
diol:hidrogenperoxido oxidorredutases, EC 1.11.1.14)] - LiP

Lignina peroxidases (LiP) sdo glicoproteinas heme que possuem um
papel central na biodegradagdo dos constituintes da parede celular vegetal
(PIONTEK; SMITH; BLODIG, 2001). LiP catalisa a despolimeriza¢ao H,0,-
dependente de uma variedade de compostos da lignina ndo-fenolicos,
diarilpropano, e uma grande variedade de compostos fenolicos, como, por
exemplo, guaiacol, alcool vanilico, catecol, acido siringico, com potenciais
redox até 1,4 V (WONG, 2009).

Essa enzima oxida os substratos pela transferéncia de elétrons em varias
etapas ¢ a formagdo de radicais intermediarios, tais como radicais fenoxi e
cations do alcool veratrilico. Estes radicais intermediarios sofrem rea¢des ndo
enzimaticas, tais como acoplamento de radicais e polimerizagdo, clivagem da
cadeia lateral, desmetilagdo e adi¢do intramolecular e rearranjo (WONG, 2009).
Ao contrario de outras peroxidases, como MnP, LiP é capaz de oxidar substratos
aromaticos ndo fenolicos e ndo exigir a participagdo de mediadores, devido ao
seu potencial redox elevado (WANG et al., 2008; WONG, 2009).

Desde a descoberta da LiP em Phanerochaete chrysosporium (GLENN

et al, 1983), mais LiP foram encontradas em diferentes cepas de
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P.chrysosporium (RENGANATHAN; MIKI; GOLD, 1985; TIEN; KIRK, 1984)
e outros fungos de podridao-branca, como Trametes versicolor (JOHANSSON;
WELINDER; NYMAN, 1993). Além disso, genes de LiP foram detectados em
diferentes espécies de fungos, incluindo Panus sp., P. coccineus, P. sanguineus
e Perenniporia medula (POINTING et al., 2005). LiP foi também detectada em
algumas bactérias, tais como Acinetobacter calcoaceticus NCIM 2890
(GHODAKE et al., 2009) e Streptomyces viridosporus T7A (GOTTSCHALK;
BON; NOBREGA, 2008).

2.5.1.3 Manganés peroxidase [Mn (II):hidrogeno-peréxido oxidorredutases,

EC 1.11.1.13) - MnP

Manganés peroxidases (MnP) sdo glicoproteinas extracelulares e so
secretadas em multiplas isoformas, as quais contém uma molécula heme como
ferro protoporfirina IX (ASGHER et al., 2008). MnP ¢ dependente de perdoxido
e catalisa a oxidagdo do Mn (II) (com a reducdo do substrato) para Mn (III), que
depois ¢ liberado da superficie da enzima em complexo com oxalato ou com
outros quelantes. O complexo Mn (III) quelado age como um reativo de baixo
peso molecular, mediador redox de substratos fendlicos, incluindo fendis
simples, aminas, corantes, estruturas fenolicas da lignina e dimeros. O potencial
de oxidacdo de Mn (III) quelante se limita apenas as estruturas fenolicas da
lignina. No entanto, para a oxidagdo de substratos ndo fenolicos por Mn (III),
radicais devem ser formados na presenga de um segundo mediador. Os acidos
organicos, tais como oxalato e malonato, sdo os principais compostos que atuam
como mediadores na producdo de radicais reativos (ASGHER et al., 2008;
WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003; WONG; GARICA-
CAMPAYO, 2009).



27

Desde a descoberta de MnP em Phanerochaete chrysosporium
(GLENN; GOLD, 1985), mais MnP foram encontradas em basidiomicetos, tais
como Panus tigrinus (LISOV; LEOTIEVSKY; GOLOVLEVA, 2003), Lenzites
betulinus (HOSHINO et al., 2002), Phanerochaete flavido-alba (RUBIA et al.,
2002), Agaricus bisporus (LANKINEN et al., 2001), Bjerkandera sp. (PALMA
et al., 2000) e Nematoloma frowardii b19 (HILDEN et al., 2008).

Chagas e Durrant (2001) mostraram que a presenca de MnP pode
aumentar o grau de descoloracdao de corantes, tendo esta enzima sido a principal
enzima envolvida na descoloragdo de corantes por P. Chrysosporium. Além
disso, MnP de fungos de podriddo branca é considerada a principal enzima

responsavel pela branqueamento de papel.

2.5.2 Celulases

O mecanismo amplamente aceito para a hidrdlise enzimatica da celulose
envolve acdes sinérgicas de endoglucanase (EC 3.2.1.4), exoglucanase ou
celobio-hidrolase (EC 3.2.1.91) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21) (HENRISSAT,
1994, KNOWLES; LETHTOVAARA; REERI, 1987; LYND et al., 2002;
TEERI, 1997, WOOD; GARICA-CAMPAYO, 1990; ZHANG; LYND, 2004),
que agem para degradar a celulose em oligossacarideos de baixo peso molecular,

celobiose e, eventualmente, glicose (NAZAN; ZUMRUT, 2000).

2.5.2.1 Endo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.4, endocelulase)

Endoglucanases foram isoladas de varios basidiomicetos de madeira
apodrecida, fungos de podriddo-parda e de podriddo-branca e outros fungos,
como Sclerotium rolfsii, Rhodotorula glutinis ¢ Termitomyces sp. Como a

atividade de endoglucanase também foi documentada em culturas de
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basidiomicetos em lixo em decomposi¢do (STEFFEN et al., 2007;
VALASKOVA et al., 2007), fungos ectomicorrizicos (CAO; CRAWFORD,
1993; MAIJALA; FAGERSTEDT; RAUDASKOSKI, 1991) e leveduras
associadas a madeira (JIMENEZ et al., 1991), é evidente que esta enzima ¢
comum entre os basidiomicetos.

Essa enzima hidrolisa liga¢des glicosidicas B-1, 4 intramoleculares das
cadeias de celulose, aleatoriamente, para produzir novas terminagdes de cadeia
susceptiveis & agdo de exoglucanases. Endoglucanases de basidiomicetos
possuem pH o6timo de atividade entre 4,0 ¢ 5,0 (SUZUKI et al., 2006;
VALASKOVA; BALDRIAN, 2006). Somente a enzima heteréloga de
Volvariella volvacea expressa em Pichia sp. apresenta pH ideal neutro (DING;
GE; BUSWELL, 2002). Otimos de temperatura estdo entre os 50° e 70°C
(VALASKOVA; BALDRIAN, 2006), ou seja, bem acima dos valores que
ocorrem em condi¢des naturais.

Carboximetilcelulose e celulose amorfa sdo bons substratos para a
maioria das endoglucanases, embora ndo sejam naturais, ¢ indicam que a
atividade dessa enzima ¢ essencialmente direcionada para as regioes amorfas na
molécula de celulose. Os valores de Km para carboximetilcelulose estdo na faixa
de 0,26, em Polyporus arcularius a 13 g L', em Gloeophyllum trabeum
(ISHIHARA et al., 2005).

2.5.2.2 Exo-1,4-p-glucanase (EC 3.2.1.91; celobio-hidrolase)

Uma vez que a endo-1,4-B-glucanase cria novas extremidades, as
exoglucanases agem em sequéncia, sendo capazes de se ligar aos dominios
cristalinos e liberar celobiose ou glicose das extremidades (MUNOZ et al.,

2001).
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O grupo das exoglucanases ¢ constituido por celobio-hidrolase (CBH) ¢
glucano-hidrolase (GH). A GH (EC 3.2.1.74), cujo nome sistematico é 1,4--D-
glucana-glucano-hidrolase, é pouco relatada, mas possui estratégia de hidrolise
da cadeia celulosica de elevada importancia, pois € capaz de liberar glicose
diretamente do polimero (LYND et al., 2002).

A CBH (EC 3.2.1.91) possui o nome sistematico 1,4-f-D-glucana
celobio-hidrolase e pode ser dividida em dois tipos: enzima do tipo I (CBH I),
que hidrolisa celulose a partir do terminal redutor liberando celobiose, enquanto
a do tipo II (CBH II) hidrolisa o0 mesmo substrato a partir do terminal nao
redutor. Essas enzimas geralmente sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrolise
(celobiose) (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2009).

As exoglucanases ndo atuam sobre carboximetilcelulose por haver um
impedimento estereoquimico causado pelos grupos substituintes. As
exoglucanases atuam sobre celulose cristalina (Avicel), produzindo uma redugao
lenta e gradual do seu grau de polimerizagdo. Desse modo, ensaios de atividade
sobre Avicel caracterizam as exoglucanases, enquanto, para a atividade de

endoglucanases, usa-se carboximetilcelulose (SANCHEZ, 2009).

2.5.2.3 p-glucosidase (EC 3.2.1.21)

As B-glicosidases, também denominadas celobiases, possuem a fungio
de hidrolisar a celobiose gerada pelas celobioidrolases e endoglucanases em
glicose, completando a hidrdlise da celulose. As B-glicosidases nao sdo celulases
legitimas, por agirem sobre substratos soluveis, mas sua contribui¢do ¢ muito
importante para a eficiéncia da hidroélise da celulose, pela remogdo da celobiose
do meio reacional, que ¢ um potente inibidor competitivo das celobioidrolases

(MUNOZ et al., 2001). Assim como a celobiohidrolase, a B-glicosidase também
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¢é reportada com a caracteristica de sofrer inibi¢do por seu produto de hidrdlise,
neste caso a glicose (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2009).

Como celobiose € um substrato amplamente disponivel, B-glicosidases
sdo produzidas pela maioria dos microrganismos (LYND et al., 2002). Entre os
basidiomicetos, essas enzimas foram isoladas tanto de fungos de podridao-
branca quanto de podriddo-marrom. Também foram isoladas dos fungos
micorrizicos Pisolithus tinctorius e Tricholoma matsutake, do fitopatogeno
Sclerotium rolfsii e de Termitomyces sp. B-glicosidases também foram isoladas e
sua atividade detectada em leveduras basidiomicetos, embora algumas das
leveduras associadas a madeira sejam incapazes de usar celobiose como
substrato (MIDDELHOVEN, 2006; ONISHI; TANAKA, 1996; PECIAROVA;
BIELY, 1982).

Quando atuam conjuntamente, as enzimas do complexo celulolitico
apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais,
ou seja, quando atuam isoladamente umas das outras. Tal efeito é conhecido

como sinergia (BHAT; BHAT, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Foram avaliadas, quanto ao crescimento micelial em cinco meios de
cultivo e produgédo de ligninases e celulases, seis linhagens de Lentinula edodes:
LE, LE2, LE3, LE4, LES e LEG6, pertencentes a colecdo do Laboratorio de
Cogumelos Comestiveis da Universidade Federal de Lavras.

As culturas estoque foram mantidas em meio agar malte (15,0 g L' de

glicose; 15,0 g L' de extrato de malte; 15,0 g L™ de 4gar) e incubadas a 25°C.

3.2 Avaliacio do crescimento micelial em diferentes meios de cultivo

As linhagens LE, LE2, LE3, LE4, LES ¢ LE6 foram inoculadas em
cinco diferentes meios de cultivo: meio basico (10,0 g L' de glicose; 1,0 g L™ de
fosfato de potassio monobasico; 0,5 g L' de sulfato de magnésio hepta-
hidratado; 1,0 g L' de sulfato de amdnio, 0,5 g L' de cloreto de célcio; 15,0 gl
de agar); meio basico acrescido de 0,01% de extrato de levedura; meio basico e
biotina na concentragdo final de 5 pg L™'; meio basico e tiamina na concentragéo
final de 100 pg L™ e meio basico com biotina e tiamina nas concentragdes de 5
ng L'e 100 pg L, respectivamente.

O meio basico e o meio basico com extrato de levedura foram
autoclavados, a 121°C, por 15 minutos. As vitaminas foram preparadas em agua
estéril, filtradas em membrana de 0,20 um e adicionadas ao meio basico ja
estéril, no momento em que foram vertidas nas placas de Petri.

Um disco de 10 mm de diametro contendo o micélio de cada cultura foi

inoculado no centro da placa. As placas foram incubadas a 25°C e o didmetro
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das colonias foi medido diariamente até o momento em que a primeira colonia
tivesse crescido em toda a placa, interrompendo a corrida micelial neste ponto.

A partir do momento em que a corrida micelial foi interrompida, foi
determinado o peso seco da massa micelial para compara-lo com os didmetros
das coldnias. Para isso, o agar das placas foi fundido e a massa micelial foi
transferida para cadinhos de aluminio, previamente identificados e pesados, para
secagem em estufa, a 65°C, até peso constante.

O experimento foi feito com trés repeticdes ¢ foram estabelecidos o
crescimento micelial (mm/dia) e o peso seco (mg dia™) de cada linhagem em
cada meio de cultivo avaliado. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2008) para a

determinac¢do do meio de cultivo que proporcionou maior crescimento micelial.

3.3 Avaliacao semiquantitativa da producio de ligninases e celulases

Foi realizada uma avaliagdo semiquantitativa da producdo de ligninases
e celulases para a seleg@o das linhagens com as quais seria realizada a curva de
inducdo de celulases e producdo de ligninases.

Para selecdo dos isolados foi utilizado o indice enzimatico (IE)

(HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975):

diimstrode naio

rg = ditmetre aa calbnia

Os isolados com maior indice enzimatico foram selecionados para a

realizacdo da curva de inducdo enzimatica.
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3.3.1 Avaliacao semiquantitativa da producao de lacase

A avaliagdo semiquantitativa de lacase foi feita com modificagdes do
método de Poiting (1999). Ao meio basico com 0,01% de extrato de levedura foi
acrescido 0,1% de ABTS (2,2 'azino-bis (3-acido etilbenzothiazoline-6-acido
sulfonico) e um disco de 10 mm contendo micélio foi inoculado no centro da
placa. A incubagdo foi feita a 25°C, por 7 dias. A produgdo de lacase foi
observada pela formagao de uma cor verde no meio de crescimento.

Os diametros do halo verde e da col6nia foram medidos diariamente

para o calculo do indice enzimatico (IE).

3.3.2 Avaliacdo semiquantitativa da producio de lignina peroxidase e

manganés peroxidase

A avaliagdo semiquantitativa de lignina peroxidase e manganés
peroxidase foi feita com modificagcdes do método de Poiting (1999). Ao meio
basico com extrato de levedura foi acrescido 0,01% de Azure-B. Um disco de 10
mm contendo micélio foi inoculado no centro da placa. A incubagao foi feita a
25°C, por 7 dias.

A descoloragdo do corante Azure-B (Cl 52010) pelos fungos ¢é
positivamente correlacionada com a producdo de lignina peroxidase e manganés

peroxidase (ARCHIBALD, 1992).

3.3.3 Avaliaciao semiquantitativa da producio de celulase

A avaliacdo da producdo de celulase foi feita de acordo com Kasana et

al. (2008), com modifica¢des. O meio basico com 0,01% de extrato de levedura

foi preparado substituindo-se a glicose por carboximetilcelulose. Um disco de 10
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mm contendo micélio foi inoculado no centro da placa. A incubagéo foi feita a
25°C, por 3 dias.

Apds esse periodo de incubagio, uma solugdo de lugol (6,67 g L de
iodeto de potassio; 3,33 g L de iodo) foi adicionada até cobrir toda a placa. A

formacdo de uma zona amarela opaca indicou a producao de celulase.

3.4 Curva de inducio de celulases

O meio basico acrescido de 0,01% de extrato de levedura foi utilizado,
substituindo-se a glicose do meio por carboximetilcelulose, avicel e celobiose
para a inducdao de endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-glucanase e B-glicosidase,
respectivamente. Para isso, foram utilizados frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 250 mL de meio liquido.

As linhagens selecionadas para a curva de indugdo foram LE3, LE4 e
LE6. A inoculacio foi feita adicionando-se 12 discos de 10 mm contendo o
micélio de cada linhagem por frasco. A incubagdo foi feita a 25°C, a 110 rpm,
por 28 dias. Foi feito um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
esquema fatorial de 3x4 e as parcelas foram subdivididas no tempo, retirando-se
8,3 mL de cada amostra com 7, 14, 21 e 28 dias, para os ensaios enzimaticos e
dosagem de proteinas totais.

As linhagens LE, LE2 ¢ LES foram inoculadas nos meios de indugio
para celulases e foram incubadas, a 25°C, a 110 rpm. As amostras para o0s
ensaios de celulases foram coletadas com 7 e 28 dias de incubagao.

As médias das atividades enzimaticas das linhagens LE, LE2 ¢ LE5 com
7 e 28 dias de incubacdo foram comparadas pelo teste de Scott-Knott,

utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2008).
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3.4.1 Determinacio da atividade de endo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.4)

A atividade de endo-1,4-B-glucanase foi determinada em mistura de
reacdo contendo 0,05 mL da fonte enzimatica e 0,45 mL de carboximetilcelulose
1% em tampio acetato de sédio 0,05 mol L™ (pH 5,0). A mistura de reacio foi
incubada por 30 minutos, a 50°C. A reacgdo foi interrompida com a adi¢ao de
1,5mL de hidrazida do acido p-hidroxibenzoico 1%. A mistura foi mantida a
100°C, por 5 minutos e, posteriormente, resfriada em gelo. As leituras foram
feitas em espectrofotometro a 410 nm, monitorando a liberagdo de moléculas de
glicose (LEVER, 1972). O branco foi feito com todos os componentes da
mistura de reagdo, substituindo-se a fonte enzimatica pelo meio de cultivo sem
inoculagao.

As leituras de absorbancia foram plotadas contra uma curva padrdo de
glicose e a atividade enzimatica especifica foi expressa em pmol minuto” mg de

proteina” (U mg de proteina™) .

3.4.2 Determinacio da atividade de exo-1,4-p-glucanase (EC 3.2.1.91)

A atividade de exo-1,4-B-glucanase foi determinada em mistura de
reacdo contendo 0,05 mL da fonte enzimatica e 0,45 mL de celulose
microcristalina 1% em tampdo acetato de sédio 0,05 mol L™ (pH 5,0). A mistura
de reagao foi incubada, por 30 minutos, a 50°C. A reagao foi interrompida com a
adicdo de 1,5mL de hidrazida do acido p-hidroxibenzoico 1%. A mistura foi
mantida a 100°C, por 5 minutos e, posteriormente, resfriada em gelo. As leituras
foram feitas em espectrofotometro a 410 nm, monitorando-se a liberagdo de
moléculas de glicose (LEVER, 1972). O branco foi feito com todos os
componentes da mistura de reacao, substituindo-se a fonte enzimatica pelo meio

de cultivo sem inoculagao.
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As leituras de absorbancia foram plotadas contra uma curva padrdo de
. .. . , . , . . -1
glicose e a atividade enzimatica especifica foi expressa em pmol minuto” mg de

proteina™ (U mg de proteina™).

3.4.3 Determinacio da atividade de B-glicosidase (EC 3.2.1.21)

A atividade de [B-glicosidase foi determinada em mistura de reagdo
contendo 0,3 mL de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo 0,02 molL™" em tampio
acetato de sodio 0,05 molL™" (pH 5,0) e 0,2 mL da fonte enzimdatica. A mistura
de reacao foi incubada, por 30 minutos, a 50°C. A reagdo foi interrompida com a
adicdo de 0,5 mL de carbonato de sédio 1mol L. As leituras foram feitas em
espectrofotometro a 405 nm, monitorando-se a liberagdo de moléculas de p-
nitrofenol (LEVER, 1972). O branco foi feito com todos os componentes da
mistura de reagdo, substituindo-se a fonte enzimatica pelo meio de cultivo sem
inoculagao.

As leituras de absorbancia foram plotadas contra uma curva padrao de p-
nitrofenol ¢ a atividade enzimatica especifica foi expressa em pmol minuto™' mg

de proteina™ (U mg de proteina™).

3.5 Curva de producio de ligninases

O meio basico foi utilizado acrescido de 0,01% de extrato de levedura
para producdo das ligninases (lacase, manganés peroxidase e lignina
peroxidase). Para isso, foram utilizados frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo
250 mL de meio liquido.

As linhagens selecionadas para a curva de produ¢ao de ligninases foram
LE3, LE4 e LE6. A inoculagdo foi feita adicionando-se 12 discos de 10 mm

contendo o micélio de cada linhagem por frasco. A incubagéo foi feita a 25°C, a
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110 rpm, por 28 dias. Foi feito um delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com esquema fatorial de 3x4 e as parcelas foram subdivididas no tempo,
retirando-se 8,3 mL de cada amostra com 7, 14, 21 e 28 dias, para os ensaios
enzimaticos ¢ dosagem de proteinas totais.

As linhagens LE, LE2 e LE5 foram inoculadas no meio para a producao
de ligninases e foram incubadas, a 25°C, a 110 rpm. As amostras para o ensaio
de ligninases foram coletadas com 28 dias de incubacao.

As médias das atividades enzimaticas das linhagens LE, LE2 ¢ LES5 com
7 dias de incubagao foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, utilizando-se o

software SISVAR (FERREIRA, 2008).

3.5.1 Determinacio da atividade de lacase (EC 1.10.3.2)

A atividade de lacase foi determinada por método espectrofotométrico
indireto utilizando-se 2,2’-azino-bis etilbentiazoline (ABTS) em mistura de
reagdo de 1 mL contendo 0,3 mL de tampao acetato de sodio 0,1 mol L™ (pH
5,0); 0,1 mL de ABTS 1 mmol L (em agua) e 0,6 mL da fonte enzimatica. A
mistura de reacdo foi incubada, por 5 minutos, a 37°C ¢ a oxidac¢do do ABTS foi
medida pelo aumento da absorbancia a 420 nm (BUSWELL; CAI; CHANG,
1995). O branco foi feito com todos os componentes da mistura de reagao
substituindo-se a fonte enzimatica pelo meio de cultivo sem inoculagao.

Uma unidade de atividade enzimatica especifica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de ABST por minuto (g450 = 3,6 x

10* mol™ L cm™) por mg de proteina.
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3.5.2 Determinacio da atividade de manganés peroxidase (EC 1.11.1.13)

A atividade de manganés peroxidase foi medida utilizando-se o
vermelho de fenol (lg. L") como substrato (¢ = 4.460 mol'. L.cm™)
(KUWAHARA et al., 1984). A mistura de reacdo de 1 mL contendo 0,5 mL do
extrato enzimatico, 0,1 mL de solugdo de vermelho de fenol (1,0 g.L'l), 0,1 mL
de lactato de sodio pH 4,5 (250 mmol.L'l), 0,2 mL de albumina bovina (0,5%),
0,05 mL de sulfato de manganés (2 mmol. L") ¢ 0,05 mL de H,O, (2 mmol.L™")
em tampdo succinato de sodio (20 mmol.L™"), pH 4,5. A solugio resultante foi
incubada, por 15 minutos, a 37°C ¢ a reagao foi interrompida pela adi¢ao de 0,04
mL de NaOH (2 molL™). A absorbancia foi medida a 610 nm contra um branco
feito com todos os componentes da mistura de reagdo, substituindo-se a fonte
enzimatica pelo meio de cultivo sem inoculagao.

Uma unidade de atividade enzimatica especifica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pumol de vermelho de fenol por minuto

por mg de proteina.

3.5.3 Determinacio da atividade de lignina peroxidase (EC 1.11.1.14)

A atividade de lignina peroxidase foi determinada pelo monitoramento
da absorgdo em 310 nm da formagdo de veratraldeido (g = 9.300 mol” L cm™),
por meio da oxidagdo de alcool veratrilico (TIEN; KIRK, 1984). A mistura de
reacdo de 2 mL foi composta de 0,5 mL da fonte enzimatica, 0,5 mL de H,O, 2
mmol L™, 0,5 mL de alcool veratrilico 10 mmol L™ ¢ 1 mL de tartararo de sodio
0,125 mol L™ pH 3,0 incubada, por 5 minutos, a 37°C. O branco foi feito com
todos os componentes da mistura de reagdo, substituindo-se a fonte enzimatica

pelo meio de cultivo sem inoculagao.
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Uma unidade de atividade enzimatica especifica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pmol de alcool veratrilico a

veratraldeido por minuto por mg de proteina.

3.6 Determinacao de proteinas totais

A dosagem de proteinas foi realizada segundo o método de Bradford
(1976) com algumas modificagcdes, que consiste em reacdo com 0,2 mL de
amostra e 0,8 mL de reagente de Bradford concentrado, acrescido sob agitagao.
Apoés 5 minutos, procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. A
concentracdo de proteinas foi obtida pela plotagem em curva padrio de

albumina de soro bovino (BSA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento micelial e peso seco em diferentes meios de cultivo

Nao se observaram diferencas significativas para o crescimento micelial
nos cinco meios de cultivo testados, para as linhagens LE, LE2, LE3, LE4 ¢
LE6. Porém, a linhagem LES apresentou comportamento variado, tendo o meio
basico sido o que menos favoreceu seu crescimento e o meio basico com 0,01%
de extrato de levedura o melhor meio para o cultivo dessa linhagem, dentre os
meios testados. A linhagem LE4 tem o menor crescimento micelial em todos os
meios de cultivo. As linhagens LE, LE3, LE5 e LE6 foram as com maior
crescimento no meio basico acrescido de biotina e tiamina; j4 no meio com
0,01% de extrato de levedura, as linhagens com maior crescimento micelial
foram LE2, LE5 ¢ LE6 (Tabela 1).

E importante fazer uma comparagio entre o crescimento micelial (mm
dia') e o peso seco (mg dia'), uma vez que nem sempre um crescimento
micelial rapido corresponde a um micélio denso. Assim como no crescimento
micelial (mm dia™), o peso seco das linhagens LE, LE2 e LE4 foi o mesmo para
todos os meios de cultivo testados. A linhagem LE3 apresentou o maior peso
seco nos meios basico e basico acrescido de 0,01% de extrato de levedura e as
linhagens LES e LE6 apresentaram maior peso seco no meio basico acrescido de
0,01% de extrato de levedura. A linhagem LE5 ndo apresentou um
comportamento tdo variado no peso seco quanto no crescimento micelial, nos
diferentes meios. O peso seco em meio basico foi menor para as linhagens LE2 e
LE4, enquanto nos meios basico e biotina, basico e tiamina ¢ a combinagao das

duas vitaminas, o peso seco foi o mesmo para todas as linhagens (Tabela 2).



Tabela 1 Crescimento micelial (mm dia) das linhagens de Lentinula edodes em diferentes meios de cultivo
Crescimento micelial (mm dia™)

Meio de cultivo LE LE2 LE3 LE4 LES LE6
Meio basico 6,1 Ab 6,0 Ab 6,0 AD 48 Ac 6,7 Da 6,9 Aa
Meio basico e biotina 5 pgL™” 6,7 Aa 6,4 Aa 73 Aa 48 Ab 70 Ba 69 Aa
Meio basico e tiamina 100 pgL™” 64 Aa 59 Aa 6,9 Aa 44 Ab 70 Ba 6,6 Aa
Meio basico biotina e tiamina 6,7 Aa 52 Ab 70 Aa 45 Ac 69 Ca 64 Aa

Meio basico e extrato de

levedura 0,01%

6,6 Ab 74 Aa 6,6 Ab 44 Ac 7,8 Aa 7,5 Aa

As médias seguidas das mesmas letras maitisculas nas colunas e minusculas nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade

|84



Tabela 2 Massa seca (mg dia™") das linhagens de Lentinula edodes em diferentes meios de cultivo
Massa seca (mg dia™)

Meio de cultivo LE LE2 LE3 LE4 LES LE6
Meio basico 1,07 Aa 0,71 Ab 1,14 Aa 050 Ab 1,14 Ba 1,00 Ba
Meio basico e biotina 5 ugL'1 0,71 Aa 093 Aa 057 Ba 050 Aa 057 Ba 0,64 Ba
Meio basico e tiamina 100 pgL.™" 0,50 Aa 093 Aa 050 Ba 036 Aa 064 Ba 079 Ba
Meio basico biotina e tiamina 1,29 Aa 107 Aa 0,79 Ba 041 Aa 093 Ba 0,64 Ba

Meio basico e extrato de

levedura 0,01%

1,07 Ac 136 Ac 121 Ac 086 Ac 386 Aa 243 Ab

As médias seguidas das mesmas letras maitisculas nas colunas e minasculas nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade

(44
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Como alguns fungos basidiomicetos sao deficientes em tiamina e biotina
(CHANG; MILES, 2004), era esperado que o crescimento das linhagens de
Lentinula edodes nos meios contendo biotina e tiamina, separadamente, fosse
maior que no meio sem essas vitaminas e que a adi¢do conjunta dessas vitaminas
proporcionasse um crescimento ainda maior do que quando esses fatores de
crescimento fossem adicionados separadamente ao meio de cultivo. No entanto,
ndo foi isso o observado estatisticamente.

Pelo fato de duas linhagens (LES5 e LE6) terem apresentado um peso
seco consideravelmente maior no meio com 0,01% de extrato de levedura ¢ as
linhagens LE3, LES e LE6 terem se desenvolvido melhor neste meio de cultivo
de acordo com o peso seco, além do fato de o extrato de levedura ser uma fonte
mais barata de vitaminas, o meio basico com 0,01% de extrato de levedura foi
escolhido para a realiza¢do dos testes qualitativos de produgdo de ligninases e

celulases e da curva enzimatica.

4.2 Avaliacao semiquantitativa da producéo de ligninases e celulases

De acordo com Pointing (1999), a cor do meio de cultivo torna-se verde
pela oxidagdo do ABTS (2,2 'azino-bis (3-acido etilbenzothiazoline-6-acido
sulfénico) na presenga de lacase (Figura 1). A reagdo com o ABTS foi imediata
para as linhagens LE3, LE4 e LE6. As linhagens LE4 e LE6 apresentaram maior
indice enzimatico com cinco dias de incubag@o. As linhagens LE, LE2 ¢ LE3
apresentaram 0 mesmo comportamento, enquanto a linhagem LES5 possuiu o

menor indice enzimatico (Tabela 3).
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Figura 1 Avaliagdo semiquantitativa de lacase para a linhagem LE 3

Tabela 3 Indice enzimatico para lacase com cinco dias de incubagio

Linhagem Indice enzimatico
LES 2,09 ¢
LE2 2,64 b
LE3 2,95b
LE 3,25b
LE6 5,00 a
LE4 533a

As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade

As linhagens LE, LE3, LE4 e LES foram capazes de descolorir o corante
Azure B, indicando a produgao de lignina peroxidase e/ou manganés peroxidase
(Figura 2). A descoloragdo do corante ndo ocorreu com o mesmo tempo de
incubagdo para essas linhagens, sendo com sete dias de incubagdo para as
linhagens LE3 e LES, oito dias para LE e doze dias para a linhagem LE4. A
descolorag@o ocorreu apenas sob as colonias, ndo sendo possivel o calculo do

indice enzimatico.
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A

Figura 2 Avaliagdo semiquantitativa de lignina peroxidase e manganés
peroxidase para a linhagem LES

Nao foi possivel realizar o calculo do indice enzimatico na avaliagdo
semiquantitativa de celulase para todas as linhagens testadas, uma vez que a

coloracdo amarela opaca ocorreu somente sob as colonias (Figura 3).

Figura 3 Avaliagdo semiquantitativa de celulase para a linhagem LE3
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De acordo com Kasana et al. (2008), o método utilizando lugol, além de
possibilitar uma observacdo rapida dos resultados, quando comparado com
outros métodos, pode ser utilizado para bactérias, actinomicetos ¢ fungos. Esse
autor apenas relata a observacdo de resultados positivos ou negativos utilizando
esse método e ndo menciona nenhuma relagdo que possa fornecer a intensidade
da producao de celulase.

No trabalho de Hankin e Anagnostakis (1975), foi testada a produgao de

celulase em meio solido contendo CMC de 4 espécies de fungos, 7richoderma

viride, Penicillium sp., Peziza ostracoderma e Fusarium sp. e foi observado

que, com Trichoderma, Fusarium e Peziza, as areas claras estavam sob as colonias,
e essas areas claras ndo se estendiam muito além da borda da colonia. Ja o fungo
Penicillium, de crescimento mais lento, apresentou zonas de atividade celulolitica
além da borda da colonia. Possivelmente, as areas claras, indicativas da producao de
celulase, das linhagens de Lentinula edodes ndo ultrapassaram a borda das coldnias
devido ao rapido crescimento dessas linhagens, ndo necessariamente indicando
baixa produgdo de celulase.

As linhagens LE4 e LE6 foram selecionadas para a realizagdo da curva
de produgdo de ligninases pelo fato de essas linhagens terem apresentado maior
indice enzimdtico para lacase. Além disso, a linhagem LE4 apresentou
capacidade de descolorir o corante azure B, indicando producdo de lignina
peroxidase e/ou manganés peroxidase. A linhagem LE3 apresentou o mesmo
comportamento das linhagens LE e LE2 na avaliagdo semiquantitativa de lacase.
Dentre estas linhagens, LE e LE3 descoloriram o corante azure B, mas, pelo fato
de a reacdo com o ABTS no teste para lacase ter sido imediata para a linhagem
LE3, esta também foi selecionada para a realizacdo da curva de produgdo de
ligninases.

Como no foi possivel a selecdo das linhagens para a realizagdo da curva

de indugdo de celulases por meio da avaliacdo semiquantitativa, as mesmas
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linhagens utilizadas na curva de produgdo de ligninases foram utilizadas na

curva de indugdo de celulases.

4.3 Curva enzimatica

As linhagens LE3, LE4 ¢ LE6 tiveram uma tendéncia de aumento de
atividade de manganés peroxidase ao longo dos dias de incubagdo, mas esse
aumento foi maior para a linhagem LE6 que inicialmente possuia uma atividade
de 0,642 U mg de proteina’1 e, com 28 dias de incubacdo, essa atividade foi
elevada para 26,2 U mg de proteina™ (Gréfico 1). A atividade de lacase para as
linhagens LE3 e LE4 foi baixa em todo o experimento, apresentando valor
médio de atividade de 0,137 U mg de proteina” e 11,2 U mg de proteina™,
respectivamente (Grafico 2). Ja a linhagem LE6 apresentou atividade de lacase
crescente com atividade maxima de 333,7 U mg de proteina’ aos 28 dias de
incubacdo. Nao foi detectada atividade de lignina peroxidase para nenhuma das

linhagens avaliadas.
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Grafico 1 Curva de produgdo de manganés peroxidase para as linhagens LE3,
LE4 e LE6 de Lentinula edodes
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Grafico 2 Curva de producao de lacase para as linhagens LE3, LE4 ¢ LE 6 de

Lentinula edodes
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Apesar de a avaliagdo semiquantitativa de lignina peroxidase e
manganés peroxidase ter sido negativa para a linhagem LE2, foi detectada uma
pequena atividade de manganés peroxidase para essa linhagem com 28 dias de
incubagdo. As atividades de lacase das linhagens LE e LE5 foram baixas, o que
ja era esperado para a linhagem LES, uma vez que esta apresentou o menor
indice enzimatico. Ja para a linhagem LE, de acordo com o indice enzimatico,
era esperada uma atividade proxima a das linhagens LE2 e LE3. No entanto, a
atividade de lacase para essa linhagem foi inferior em relagdo a linhagem LE2,
(Tabela 4). Também nao foi detectada atividade de lignina peroxidase para as

linhagens LE, LE2 e LES.

Tabela 4 Atividade de manganés peroxidase e lacase (U mg proteina™) para as
linhagens LE, LE2 ¢ LES com 28 dias de incubagio
Atividade (U mg proteina™)

Linhagem Lacase Mn peroxidase
LE 0,091 b 8,866 a
LE2 16,346 a 0,090 ¢
LES 0,127 b 2,394 b

As médias seguidas das mesmas letras nas colunas nao diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Lentinula edodes ja foi descrito anteriormente como um bom produtor
de manganés peroxidase e lacase, enquanto lignina peroxidase aparentemente
ndo tem um papel significante em seu sistema enzimatico lignolitico
(BUSWELL et al, 1995; HATVANI; MECS, 2002; LEATHAM, 1985;
MAKKAR et al.,, 2001; MORAES et al., 2001). Tem sido debatido que a
incubagao de alcool veratrilico com o extrato enzimatico de L. edodes produz
varios produtos, muito diferentes daqueles identificados de outros fungos de

degradacdo branca (CRESTINI; SERMANNI, 1995). Dessa maneira, o0s
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resultados da auséncia de LiP nos extratos de L. edodes levantam a seguinte
questdo: esse fungo realmente ndo produz LiP ou essa enzima ndo pode ser
detectada pelos métodos analiticos convencionais (SILVA; MARTINS;
MILAGRES, 2008).

Makkar et al. (2001), avaliando a producdo de manganés peroxidase e
lacase de Lentinula edodes em meio contendo farelo de arroz e serragem apos
quarenta dias de incubagdo, observaram atividades de 11,3 U mg de proteina™
para lacase ¢ 10,2 U mg de proteina” para manganés peroxidase. A linhagem
LE4, com 21 dias de incubagdo, apresentou atividade de lacase de 11,7 U mg de
proteina”, aproximadamente igual a encontrada por Makkar et al. (2001). A
linhagem LEG6, entretanto, apresentou maior atividade de lacase que o
encontrado por esses autores em todas as etapas de cultivo avaliadas. As
linhagens LE3 e LE4 apresentaram atividade de manganés peroxidase menor
que a relatada na literatura, em todas as etapas de cultivo avaliadas, enquanto a
linhagem LE6 apresentou atividade dessa enzima superior a relatada por esses
autores com 28 dias de incubacio.

Orth, Royse e Tien (1993) obtiveram um extrato para avaliagdo da
atividade de manganés peroxidase, lacase e lignina peroxidase de 12 espécies
cultivadas em serragem de carvalho por 30 dias, a 23°C. Algumas das espécies
avaliadas, Lentinula edodes, Pleurotus eryngii e Pleurotus pulmonarius,
apresentaram atividade de manganés peroxidase de 11,8; 4,47 ¢ 19,0 U mg de
proteina™, respectivamente. Esses autores relatam que, para todos os fungos
utilizados no experimento, a atividade de lacase foi bem menor, em relagdo a de
manganés peroxidase, o que nao foi observado neste experimento para as
linhagens LE2, LE4 e LE6, que apresentaram atividades de lacase superiores as
atividades de manganés peroxidase. Nao foi observada atividade de lignina

peroxidase para os fungos avaliados por estes autores.
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As linhagens LE4 e LE6 nd3o apresentaram atividade de exo-1,4-B-
glucanase com sete dias de incubag@o, enquanto, para a linhagem LE3, o pico de
atividade dessa enzima, 3,228 U mg proteina™, foi com sete dias de incubago.
Para a linhagem LE6, houve uma diminui¢do da atividade de exo-1,4-B-
glucanase depois de 14 dias de incubacdo. A linhagem LE4 foi a maior
produtora de exo-1,4-B-glucanase, com 11,4 U mg proteina™ de atividade com
28 dias de incubagao (Grafico 3).

A atividade de endo-1,4-B-glucanase para as linhagens LE3 e LE6 foi
maxima com 14 dias de incubagao; os valores dessa atividade foram de 42,8 U mg
proteina” e 107,2 U mg proteina’, respectivamente. A linhagem LE4 apresentou

pico de atividade dessa enzima com 21 dias de incubagéo (Grafico 4).
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Grafico 3 Curva de indugdo de exo-1,4-p-glucanase para as linhagens LE3, LE4
e LE6 de Lentinula edodes
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Grafico 4 Curva de indugdo de endo-1,4-B-glucanase para as linhagens LE3,
LE4 e LE6 de Lentinula edodes

Desse modo, para a inducao de endo-1,4-B-glucanase para as linhagens
LE3 e LE6, o tempo de incubagdo poderia ser reduzido para 14 dias e, para a
linhagem LE4, para 21 dias de incubacao.

A queda na atividade de endo-1,4-B-glucanase para essas linhagens pode
ter acontecido devido a formacdo de produtos que possam inibir essa enzima.
Além disso, o pH do meio pode ter sido alterado, afetando a atividade da
enzima.

A linhagem LE6 precisou de um periodo maior de adaptagdo ao meio
contendo celobiose, comegando a produzir a enzima B-glicosidase com 21 dias
de incubagdo. O pico de producdo dessa enzima para todas as linhagens foi com
28 dias de incubacdo e a linhagem LE6 se destacou na producdo dessa enzima

neste periodo de incubagio, com atividade de 126,7 U mg proteina™ (Gréfico 5).
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Grafico 5 Curva de indugdo de B-glicosidase para as linhagens LE3, LE4 e LE6
de Lentinula edodes

Houve aumento na atividade de endo-1,4-B-glucanase e B-glicosidase e
diminuigdo da atividade de exo-1,4-B-glucanase, de 7 para 28 dias de incubagdo,
para as linhagens LE, LE2 e LE5 (Tabela 5). As atividades das trés enzimas do
complexo celulolitico para as linhagens LE, LE2 ¢ LES foram superiores as

atividades das linhagens LE3, LE4 e LE6, com sete dias de incubagdo.



Tabela 5 Atividade de endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-glucanase e p-glicosidase (U mg proteina), para as linhagens

LE, LE2 e LES, com 7 e 28 dias de incubagdo
Atividade (U mg proteina™)

28 dias de incubacio

7 dias de incubacio

Endo-1,4-p- Exo-1,4-§- Endo-1,4-p- Exo-1,4-§-
B-glicosidase p-glicosidase

Linhagem
glucanase glucanase glucanase glucanase
LE 11,632 ¢ 19,211 b 0,267 b 40,380 a 3,528 b 0,360 b
LE2 13,265 b 18,469 b 0,203 b 27,643 b 3,890 b 1,145 a
LES 16,033 a 24,674 a 0,841 a 20,764 ¢ 6,009 a 1,089 a

As médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade

143



55

Pereira Junior, Correia e Oliveira (2003) avaliaram a producdo de
endoglucanase, exoglucanase e B-glicosidase de Lentinula edodes, por dez dias,
em trés meios de cultivo, meio SC contendo avicel (0,5%) ou
carboximetilcelulose (0,5%), peptona, nitrato de calcio, fosfato de potassio
monobasico e sulfato de magnésio hepta-hidratado ¢ meio JP contendo avicel
(1,7%) e peptona. Foi observado que Lentinula edodes apresentou atividade de
endoglucanase no sobrenadante dos trés meios testados, poré,m a atividade de
exoglucanase s6 foi detectada no meio SC. A enzima [-glicosidase nao foi
detectada em nenhum dos meios. A atividade de endoglucanase no meio JP foi
de 820 U mg proteina”. No meio SC contendo avicel, o pico de producio de
endoglucanase foi de 620 U mg proteina” com 48 horas de incubagio e de
exoglucanase foi de 74 U mg proteina’. J4 no meio SC contendo
carboximetilcelulose, houve uma diminui¢do da atividade de endoglucanase para
200 U mg proteina™ e no de exoglucanase a atividade reduziu para menos de
50%.

Makkar et al. (2001), avaliando a produgdo de p-glicosidase de
Lentinula edodes em meio contendo farelo de arroz e serragem, ap6s 40 dias de
incubag@o, obtiveram um extrato com atividade dessa enzima de 240 U mg
proteina™. Os valores encontrados por estes autores sio muito superiores aos
encontrados neste trabalho, o que pode ser explicado pelo fato de a composicao
do meio de cultivo ser diferente, ja que ficou demonstrado que a atividade dessas
enzimas varia em func¢do disso.

O peso seco das linhagens LE3, LE4 ¢ LE6, apos 28 dias de incubacao,
foi menor no meio basico acrescido de extrato de levedura e a linhagem com
maior peso seco neste meio foi LE. Nao houve diferenca estatistica no peso seco
das linhagens cultivadas no meio contendo carboximetilcelulose. No meio
contendo avicel, a linhagem LE3 apresentou o menor peso, enquanto a linhagem

LE6 apresentou o menor peso no meio contendo celobiose. Comparando-se o
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comportamento das linhagens em cada meio, pode-se observar que 0 peso seco
das linhagens foi maior nos meios contendo avicel e carboximetilcelulose
(Tabela 6).

Buswell et al. (1996) relataram um pequeno crescimento de L. edodes
em meio contendo celulose microcristalina e atribuiram esse baixo crescimento
ao fato de esse fungo possuir baixa producdo de enzimas hidroliticas. No
entanto, ¢ possivel observar, neste experimento, que ndo existiu relagdo direta
entre peso seco e atividade enzimatica, uma vez que a linhagem que apresentou
maior peso em cada um dos meios ndo ¢ a maior produtora da respectiva

enzima.



Tabela 6 Massa seca micelial (mg) das linhagens de Lentinula edodes nos diferentes meios de cultivo, apds 28 dias de

incubacgao
Massa seca (mg)
Meio basico e Meio basico e Meio basico e
Linhagem Meio basico e celobiose
extrato de levedura CMC avicel

LE 166,0 A C 301,0 A b 4005 B a 130,0 A D
LE2 116,0 C C 2390 A b 466,0 A 90,5 C D
LE3 105,0 D C 2675 A a 23800 C b 1085 B C
LE4 1050 D c 2645 A b 3935 B a 945 C ¢
LE5 1375 B c 2325 A b 3560 B a 131,5 A ¢
LE6 101,5 D c 2650 A b 3995 B a 71,5 D ¢

Médias seguidas das mesmas letras maitsculas nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade
Médias seguidas das mesmas letras minusculas nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade

LS
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5 CONCLUSAO

As linhagens de Lentinula edodes apresentaram melhor crescimento no
meio basico acrescido de 0,01% de extrato de levedura, tendo a linhagem LES
sido a que apresentou o melhor crescimento neste meio. A adicdo de biotina e
tiamina, em conjunto, ao meio de cultivo ndo aumentou o crescimento das
linhagens com relagdo a adicdo dessas vitaminas separadamente no meio.

O comportamento das linhagens com relagdo a produgdo de ligninases e
celulases foi diferente. A linhagem LE6 se destacou na produgdo de lacase,
manganés peroxidase e B-glicosidase com 28 dias de incubagdo e endo-p-1,4-
glucanase com 14 dias de incubagdo, enquanto a linhagem LES se destacou na
producdo de exo-B-1,4-glucanase com 7 dias de incubagao.

Todas as linhagens apresentaram maior massa seca nos meios contendo

avicel e carboximetilcelulose, apos 28 dias de incubacao.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos futuros serdo realizados para a avaliagdo do polimorfismo das
linhagens de Lentinula edodes por meio de sequenciamento e analise de
restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) para discussdo dos
diferentes perfis enzimaticos das linhagens em fun¢do de possiveis diferencas
genéticas.

Um estudo cinético das enzimas dessas linhagens também sera

realizado.
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