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RESUMO GERAL

Os cogumelos sdo valorizados por suas propriedadgiionais e
terapéuticas, tornando-se atraentes como alimemciohal e como fonte de
compostos bioativos. O presente trabalho foi radbzcom os objetivos de
avaliar o ciclo de cultivo de linhagens dentinula edodea partir da producéo
de enzimas, lectinafeglucano e avaliar o consumo de celulose, hemizsdue
lignina e a produtividade de cogumelos, bem coraoraposicdo centesimal, a
atividade antioxidante e o teor de lectina, deda@de tirosinase. Os resultados
apontaram um aumento no teor de lectina e lacasmicélio pigmentado. A
producao de tirosinase foi maior na capa miceli@afrom. O teor d@-glucano,
para todas as linhagens, sofreu variacbes ao loiogeiclo. As linhagens
apresentaram diferentes capacidades de consumitosl hemicelulose e
lignina. As linhagens UFLA-LE4 e UFLA-LE6 foram agis produtivas, com
produtividade de 26,9% e 26,2%, respectivamentdinbagem UFLA-LE2
apresentou maior teor de proteina bruta (30,71%6)82 cinzas (5,49+0,23%);
UFLA-LE3, maior teor de lipideos (3,14+0,14%); UFILAG6, maior teor de
fibras (16,40+0,20%) e UFLA-LES5, maior teor de aadatos (66,59+0,90%).
A linhagem UFLA-LE4 apresentou maior atividade exitiante (53,0+0,1%).
As linhagens UFLA-LE3 e UFLA-LEG6 apresentaram maitividade de lectina
(32 UH 50uLY). A atividade de lacase foi maior para a linhagéRLA-LE6
(13,78+0,62 U kg). Nao foi detectada atividade de tirosinase nacugo de
nenhuma linhagem. Como a linhagem UFLA-LE4 apresemaior atividade
antioxidante, a linhagem UFLA-LE2 apresentou mggor de proteinas e cinzas
e menor teor de lipideos e a linhagem UFLA-LE6 estatou quanto & maioria
dos parametros nutricionais, atividade de lectinenaor produtividade em
cogumelos, essas linhagens podem ser selecionadasyturos trabalhos de
melhoramento genético.

Palavras-chave: Shiitake. Ciclo de cultivo. Lecti@mposicdo nutricional.
Atividade antioxidante.



GENERAL ABSTRACT

The mushrooms are prized for their nutritional atiterapeutic
properties become attractive as a functional foutdl @ a bioactive compounds
source. This study aimed to evaluate the crop ogtleentinula edodestrains
from the production of enzymes, lectin ghidlucan and to assess the intake of
cellulose, hemicellulose and lignin and the mushmegroductivity, as well as
the centesimal composition, antioxidant activitydathe content of lectin,
laccase and tyrosinase. The results showed anaseri lectin content and
laccase in the pigmented mycelium. The tyrosinasdyztion was increased in
brown mycelial cover. Th@-glucan content for all strains suffered variations
throughout the cycle. The strains showed differeapacities to consume
cellulose, hemicellulose and lignin. The strainsLWAE4 and UFLA-LE6
were the most productive with productivity of 26.9d 26.2%, respectively.
The strain UFLA-LE2 showed higher crude protein.73@0.82%) and ash
(5.4940.23%), UFLA-LE3 higher lipid content (3.141@%), UFLA-LE6
higher fiber content (16.40+0.20%) and UFLA-LE5Heg carbohydrate content
(66.59+0.90%). The strain UFLA-LE4 showed higherti@idant activity
(53.0+0.1%). The strains UFLA-LE3 and UFLA-LE6 stenvgreater lectin
activity (32 UH 50uLl!). The laccase activity was higher for the straifLi-
LE6 (13.78+0.62 U K{). It was not detected tyrosinase activity on mashr in
any strain. As the strain UFLA-LE4 showed higheti@aadant activity; the
strain UFLA-LE2 showed higher content of proteirdaash and lower lipid
content; and the strain UFLA-LEG6 stood out as tlustmutritional parameters,
lectin activity and higher productivity in mushrosmthese strains can be
selected for future breeding projects.

Keywords: Shiitake. Cultivation cycle. Lectin. Nitiknal composition.
Antioxidant activity.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O cogumelo shiitakeLentinula edodeBerk. Pegler) € um representante
de basidiomiceto xilotréfico. E muito popular entos consumidores de
cogumelos, estando em segundo lugar na producaddiahurdepois do
champignon Agaricus bisporus(SZETO et al., 2008). E valorizado como um
cogumelo comestivel de alta qualidade, apresentaltdwalor gastrondmico e
destacando-se ndo sO pelo seu agradavel sabor tampém por suas
propriedades nutricionais e terapéuticas (MENOLUNIOR; PACCOLA-
MEIRELLES, 2010).0s cogumelos comestiveis sdo excelentes aliment®s
podem ser incorporados a dietas bem balanceadaislodeo baixo teor de
lipideos, as baixas calorias e ao alto teor deafddimentar e de compostos
funcionais (BRENE, 2010).

O cultivo do shiitake é tradicionalmente feito earos de madeira,
principalmente eucalipto, mas o cultivo axénico srhstratos sintéticos a base
de diversos residuos agricolas vem ganhando espagwoducdo comercial
deste cogumelo, uma vez que a colheita acontece mapidamente e a
eficiéncia biolégica do fungo ¢é bastante elevadaHIl(FPPOUSSIS;
DIAMANTOPOULOU; ISRAILIDES, 2007)Pelo menos quatro fases ja foram
identificadas durante o ciclo de cultivo do shiakcrescimento micelial
vegetativo, formacdo da capa micelial marrom, fadoade primordios e
desenvolvimento dos corpos de frutificagcdo (TAN@Iet2013).

A formacéo da capa micelial marrom é muito impdegrara o ciclo de
cultivo do shiitake, ja que é fundamental para sedgolvimento dos corpos de
frutificacdo. Embora a formacdo da capa micelialrrora preceda o

aparecimento dos corpos de frutificacdo (CHUM et 2008) e venha sendo
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descrita como wuma etapa peculiar na morfogénesea pshiitake
(ALEKSANDROVA et al., 1998; TSIVILEVA et al., 2005)0s mecanismos
moleculares e bioquimicos da formacdo da capa mligelarrom ainda nao
estdo claros (TANG et al., 2013).

Alguns trabalhos apontam o envolvimento da protdiewina na
formacéo da capa micelial marrom (TSIVILEVA et 2001; VETCHINKINA;
SOKOLOV; NIKITINA, 2008), mas a formac¢éo dessa capde ser um evento
muito complexo que envolve, além da participacatedena, a participacédo de
enzimas, tais como ligninases e tirosinase, beno@taracdes morfolégicas na
parede celular, por meio de mudangas no ted-gleicano, que é o principal
constituinte da parece celular de cogumelos.

Dada a relevancia da formacdo da capa micelial amarpara a
formacdo de corpos de frutificagdo em shiitake, mpartante investigar a
dindmica de produc¢do de algumas enzimas e o tefrgtiecano ao longo do
ciclo de cultivo, para verificar se algumas degssasromoléculas podem estar,
juntamente com a lectina, envolvidas na formacacaga micelial marrom.

O presente trabalho foi realizado com os segutigtivos: i) verificar
a producao de lectina, ligninases e tirosinaségragon do ciclo de cultivo de seis
linhagens dé.entinula edodesi) determinar o teor df-glucano das linhagens
ao longo do ciclo de cultivo; iii) determinar o smmo de celulose,
hemicelulose e lignina de cada linhagem ao finalcio de cultivo; iv)
comparar a produtividade das linhagens e v) compatamposicao centesimal,
atividade antioxidante, atividade de lectina, lacastirosinase dos cogumelos
das seis linhagens dentinula edodes
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultivo de shiitake [entinula edodes Berk. Pegler)

O shiitake Lentinula edode8erk. Pegler) é o segundo cogumelo mais
produzido no mundo, depois do champignagdricus bisporus(SZETO et al.,
2008). E muito popular entre os consumidores deimetps e é valorizado
como um cogumelo comestivel de alta qualidade, septando alto valor
gastrondmico, destacando-se ndo so pelo seu agtaddor como também por
suas propriedades nutricionais e terapéuticas (MENQUNIOR; PACCOLA-
MEIRELLES, 2010).

Seu cultivo teve inicio na China, por volta de @0. e, em 1500, foi
introduzido no Japdo pelos agricultores chineseRZ{BYLOWICZ;
DONOGHUE, 1991). Posteriormente, o plantio se edpampara os demais
paises da Asia Oriental, tornando-se um produtic@gre industrial importante
(CHANG:; MILES, 1989).

Lentinula edodeg¢Berk) Pegler (shiitake) &, atualmente, produziéo d
duas formas: em toros, método tradicional utilizadomais de 900 anos e em
cultivo axénico, no qual séo utilizados blocos deaggem suplementada com
nutrientes (ZHANXI; ZHANHUA, 2001). O cultivo axérwe, comparado com o
cultivo em toros, tem a desvantagem do alto custedferilizacdo e exige um
controle ambiental rigoroso, além de médo de obpeaalizada. Por isso, no
Brasil, o cultivo de shiitake por pequenos prodegaiem sido realizado quase
gue exclusivamente em toros e, dentre as espébi@=as, o eucalipto € 0 mais
utilizado (EIRA; MINHONI, 1996). Mas, o cultivo aré&co em substratos
sintéticos a base de diversos residuos agricolas ganhando espaco na
producdo comercial deste cogumelo, uma vez quelleitzo acontece mais
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rapidamente e a eficiéncia biologica do fungo é tame elevada
(PHILIPPOUSSIS; DIAMANTOPOULOU; ISRAILIDES, 2007).

Pelo menos quatro fases ja foram identificadasndera ciclo de cultivo
do shiitake. S&o elas: crescimento micelial vegetatormacao da capa micelial
marrom, formacao de primérdios e desenvolviment® awpos de frutificacdo
(TANG et al., 2013) (Figura 1). O crescimento nimelefere-se ao crescimento
imediatamente ap0s a inoculagdo, até que o substegjh completamente
colonizado pelo fungo (CHANG; MILES, 1989). Nestasd, 0 micélio absorve
nutrientes, os quais serdo utilizados na sua estret na conversdo da energia

necessaria para seu metabolismo e crescimento.

Figura 1 Etapas do ciclo de crescimentd.éetinula edodegBerk.) Pegler

Ao final do crescimento micelial comeca a fase dtalslizacdo e
maturacdo do micélio, que vai até o endurecimertoescurecimento da capa
micelial, que se torna amarronzada (CHANG; MILES89). A formacdo da
capa micelial é muito importante, pois ela age camma barreira a perda de
umidade, sendo também uma defesa contra contares@e&ZYBYLOWICZ;
DONOGHUE, 1991). As areas marrons sao resultarstegrdese de melaninas.
Esses pigmentos protegem contra a iluminacdo exeess reduzem a
permeabilidade da parede celular a agentes tégrigatogénicos (LEATHAM;
STAHMANN, 1981).
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Ambas as fases de crescimento sdo afetadas pplargéio de lignina e
celulose, bem como o teor de nitrogénio do sulmst(®HILIPPOUSSIS;
DIAMANTOPOULOU; ZERVAKIS, 2003). Para a degradagimlignicelulose,
este fungo de podriddo-branca secreta uma infiridi enzimas hidroliticas
(celulases e hemicelulases) e oxidativas (lignsjag¢ACHLISHVILI et al.,
2005; MAKKAR et al., 2001).

Embora a formacgéo da capa micelial marrom precedpapecimento
dos corpos de frutificacdo (CHUM et al., 2008) @hee sendo descrita como
uma etapa peculiar na morfogénese para shiitaké&E KSIANDROVA et al.,
1998; TSIVILEVA et al., 2005), os mecanismos molames e bioquimicos da
formacédo da capa micelial marrom ainda ndo esto(TANG et al., 2013).

2.2 Formacao da capa micelial pigmentada

Morfologia, ciclos de vida e genética do basidi@todentinus edodes
(Berk.) Pegler se tornaram pontos de interesséédaia apenas nas Ultimas trés
décadas, lancando as bases cientificas dos mé&tados de selecao e cultivo do
cogumelo (PRZYBYLOWICZ et al, 1991). No entantos @aspectos
bioguimicos do desenvolvimento de edodesainda nado foram totalmente
elucidados. Entre os metabdlitos de basidiomicetssproteinas denominadas
lectinas tém destaque importante.

O trabalho de Jeune et al. (1990) foi pioneiro descricées de lectinas
de shiitake, utilizando o corpo de frutificacdoldeedodegpara o isolamento de
lectina. Nos trabalhos anteriores foi estudadavédatle de lectina em cultura
liguida e no micélio submerso de edodes com o estabelecimento da
especificidade de ligacdo das lectinas por carhtidre explorando a atividade
de lectina em relacdo a alguns fatores de culM®\(ILEVA et al., 2001),

como a formacg&o da capa micelial pigmentada.
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A capa micelial pigmentada tem se mostrado um tetnaente e
interessante, a partir do aspecto da pesquisadegi#o, uma vez que a formacao
dessa capa pode ser considerada um passo de nmedeg@eculiar para
shiitake, normalmente seguida pela formacao dedpdios e, em seguida, de
corpos de frutificacdo (ALEKSANDROVA et al., 1998).

O envolvimento de lectinas de edodesna formacédo da capa micelial
pigmentada foi confirmado por alguns experimentes primeiro lugar, foi
elucidada a relacéo entre a atividade de lectirexttatos de micélios cultivados
em varios meios solidos e a frutificacdo dessegling& Quanto maior foi o teor
de lectina, mais rapida foi a formag&o da capa eigada e maior a atividade de
lectina na capa formada (TSIVILEVA et al., 2001)mn Esegundo lugar, a
atividade de lectina dé.. edodesfoi examinada em diferentes etapas da
morfogénese. A atividade de lectina aumentou a aaedue a morfologia foi
alterada de micélio para capa micelial e, em seguiihinuiu com a producéo
de primérdios e corpos de frutificacdo. Estes taedok foram observados em
diferentes substratos (TSIVILEVA et al., 2001).

2.3Lectina

Durante o desenvolvimento deentinula edodesocorre diferenciacéo
guimica sob a influéncia de varios fatores, quevesercomo base para a
diferenciacdo morfogenética. Em resposta a mudatgs condicdes de
desenvolvimento, novas vias metabolicas se iniBENNETT; CIEGLER,
1983). Para a assimilacdo do substrato e paraemedgimento e o crescimento
de uma coldnia, é requerida agregacéo miceliduego precisa de mobilizacéo
e transporte de aclcares. Nesta fase, um papettanp® é desempenhado por
lectinas, que estdo envolvidas no reconhecimentocatboidratos, ligacéo
intercelular e transducéo de sinal em sistema dlidg KONSKA, 2006).
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Lectina é uma classe bem conhecida de proteinasigiam nao imune
gue reconhecem estruturas de aclcares diversosligase a eles com um
elevado grau de estereoespecificidade de uma foémaatalitica (SHARON;
LIS, 1989).

As lectinas tém sido encontradas em varios orgarssenisoladas a
partir de uma diversidade de plantas, animais eongjanismos, e desempenham
muitos papéis importantes em seus processos deinceggo. A maioria das
lectinas vegetais tem potencial papel na defesandpa planta ou a semente
sdo atacadas por insetos e fungos (PEUMANS; DAMNMIED5). Algumas
lectinas de leguminosas mediam a associagdo sio@iéhtre leguminosas e
bactérias fixadoras de nitrogénio. Lectinas quemnkecemp-galactosideos de
animais regulam a diferenciacéo e a formacao d8r(SHARON; LIS, 1983).

Lectinas de plantas e animais tém sido muito edaglg§FUJIl et al.,
2009; KAUR; KAMBOJ; SINGH, 2006; OCCENA; MOJICA; MECA,
2007; TANAKA; TOYAMA; AKASHI, 2009), porém, poucanformacao sobre
lectinas de fungos esta disponivel (KONSKA, 20@6jrimeira lectina fingica
foi relatada por Kobert, em 1891, a partir Amanita phalloidefHOREJSI;
KOCOUREK, 1978) e, nos ultimos anos, as lectinascalgumelos e outros
fungos tém atraido grande atencdo, devido a suadade antitumoral,
antiproliferativa e imunomoduladora (WANG; GAO; N@Q00; WASSER;
WEIS, 1999).

Devido a sua capacidade de reconhecer diferertiegugas, as lectinas
sdo um elemento importante do sistema biolégico. [Bel fisioldgico esta
relacionado com a identificacdo de estruturas gili@das no nivel de células,
tecidos e organismos inteiros. Um dos seus papélégitos documentados
anteriormente é a participacdo na formacdo de pdios e na criacdo de
estruturas de micélio para facilitar a penetracds €ungos parasitas no

organismo hospedeiro, bem como micorrizacdo, ioibdlo alteracdes
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morfolégicas no hospedeiro e em dorméncia (KONSR®B()6). Uma lectina
pode estar envolvida no sentido de assegurar @@@dre as hifas durante o
desenvolvimento do basidioma, como se vé PBiBurotus cornucopiae
(KANEKO et al., 1993).

2.4Melanina

Alguns fungos produzem pigmentos escuros, conbgcidomo
melaninas (ELLIS; GRIFFITHS, 1974). Esses pigmepa®cem ser essenciais
para a protec@o dos organismos contra o estredsierdal. Em estudois vitro
foi demonstrado que fungos que produzem melanioargis resistentes a luz
ultravioleta, a temperaturas extremas e a enzimndasliticas do que aqueles que
ndo a produzem (BELL; WHEELER, 1986; DADACHOVA et,a2007;
SINGARAVELAN et al., 2008).

As melaninas sdo um grupo de diversas substarteiadp todas as
propriedades semelhantes (BELL; WHEELER, 1986; HENS BUTLER,;
DAY, 1999; WHEELER; BELL, 1988). Sdo macromoléculimmadas por
polimerizacao oxidativa de compostos fendlicosrmdlicos (Figura 3). Muitas
vezes, 0 que resulta sdo pigmentos marrons ouspmeiEs muitas outras cores
também foram observadas (LANGFELDER et al., 2003).
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Tirosina
Tirosinase —»

DOPA
Tirosinase —» i

DOPAquinona

DOPAcisteina DOPAcromo
v

Feomelamina DHI DHICA

¥
Eumelanina

Figura 3 Biossintese da melanina (ROCHA; MOREIR202

Em geral, melaninas fungicas séo classificadasj@aro tiposf3-(3,4-
di-hidroxifenil) alanina (DOPA) melanina derivada tirosina,y-glutaminil-3,4-
di-hidroxibenzeno  (GDHB) melanina  derivada  doy-glutaminil-4-
hidroxibenzeno (GHB), catecol melanina derivada datecol e di-
hidroxinaftaleno (DHN) (BELL; WHEELER, 1986). Emdos os casos, estes
compostos fendlicos sdo oxidados enzimaticamentequinonas, que
polimerizam por meios ndo enzimaticos para fornsapigmentos de melanina.
A oxidacdo destes compostos fendlicos é, geralmeatalisada por tirosinase
(Tyr; EC 1.14.18.1) (NAGAI et al., 2003).

Estudos apontam para a ligacdo entre a producasndeomplexo de

enzimas, em alguns fungos, incluiddentinula edodes a sintese de melaninas
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na formacdo de estruturas, tais como a capa nicAliaapa micelial é uma

estrutura densa rica em pigmentos, que pareceaealna funcédo de protecéo,
no inicio da formacdo do corpo de frutificacdo. émnfacdo do corpo de

frutificacdo €, muitas vezes, acompanhada pelaatie de fenol oxidases. Este
processo, por sua vez, estd intimamente relacioro a formacdo de

pigmentos extracelulares e prossegue em paraleiaquolimerizacdo oxidativa

dos componentes da parede celular e o reforco dsaadintercelular

(LEATHAM; STAHMANN, 1981).

2.5Tirosinases

Tirosinases (EC 1. 14. 18. 1) pertencem a um grgnapo de proteinas
gue estdo envolvidas no passo inicial da sintesmalanina pela oxidacao de
fendis. A particularidade das tirosinases é catafishidroxilacdo de monofendis
e da subsequente oxidacdo dos difendis resultagesquinonas, usando
oxigénio molecular para ambas as rea¢fes (FiguraPd3teriormente, as
guinonas sofrem reacfes ndo enzimaticas, produzmgimentos castanho-
escuros (SOLER-RIVAS et al., 1999).

tirosinase _
monofenol + '/, 0, ——— O-benzenodiol
=H.,0
2

, tirosinase
O=benzenodiol + O, ———= O-quinona

-H,O

Figura 4 Reac¢des catalisadas pela tirosinase (MAR®)YAMANAKA, 2008)
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As tirosinases sdo encontradas em uma vasta gemarganismos,
incluindo microrganismos procariotos e eucariotogntas, invertebrados e
mamiferos, e estdo envolvidas em uma variedaderd@®és bioldgicas, como
pigmentacdo da pele em mamiferos, escurecimentplamtas e cogumelos e
sistemas de defesa em artropodes (CLAUS; DECKERG;2D0LIVET et al.,
1998; WANG; HEBERT, 2006).

Foram, primeiramente, caracterizadas em mamifeeds, seu papel no
desenvolvimento de melanomas e por sua implicagio peoblemas na
pigmentagcdo, como o albinismo e o vitiligo (RILE¥997). Em fungos, séo,
geralmente, associadas com a formacdo e a eshalgilide esporos, com
mecanismos de defesa e viruléncia e também comeestignto e pigmentacdo
(KURAHASHI; PONTZEN, 1998; SOLER-RIVAS et al., 1999

Durante as ultimas décadas, os estudos foramasiseante voltados
para tirosinases do basidiomicekgaricus bisporu§ROBB; GUTTERIDGE,
1981; WICHERS et al., 2003; WICHERS; GERRITSEN; GMA.ON, 1996).
A maioria deles era especialmente motivada pelaresitnento enzimatico do
cogumelo durante o desenvolvimento e o armazenanmErg-colheita, o que,
particularmente, diminui o valor comercial do precd(JOLIVET et al., 1998).
Outros estudos sobre tirosinases de outros futgiss;omoNeurospora crassa
(KUPPER et al., 1989).entinula edode¢KANDA et al., 1996) eAspergillus
oryzae (NAKAMURA et al.,, 2000), deram novas informacGesbe
caracteristicas bioquimicas e moleculares dasrases flingicas.

Potenciais aplicacdes biotecnolégicas de tirosmasn tratamento de
aguas residuais (DURAN; ESPOSITO, 2000) e sintesmetlicamentos de alto
valor agregado (HAQ); ALI; QADEER, 2002) tém resdtieem um aumento do

interesse por essas enzimas.



21

2.6 Lignina, celulose e hemicelulose

Lentinula edode¢Berk) Pegler tem a capacidade de se desenvaiver e
substratos lignoceluldsicos. Lignocelulose € um memo macromolecular,
consistindo de lignina, celulose e hemiceluloselighina é composta de
heteropolimeros resultantes do acoplamento oxwlatés trés p-hidroxicinamil
alcoois monolignais: p-cumaril, coniferil e sinapltoois. O principal papel da
lignina é proteger os polissacarideos da paredéacelontra o ataque hidrolitico
por microorganismos saprofitas e patogénicos. Basaguinte, a degradacao da
lignina é o passo chave para a transformacao dedajulose. A recalcitrancia
da lignina contra a biodegradacdo deve-se a susematvolumosa e aromatica
que limita a acessibilidade de enzimas microbiaeasdiminui a sua
biodegradabilidade (HERNANDEZ-ORTEGA; FERREIRA; MARIEZ,
2012; HUANG et al., 2008; PEREZ et al., 2002; VANKME et al., 2010).

Celulose, um homopolimero linear de unidade$-de4-glucopiranose
com inumeras ligacdes de hidrogénio inter e inttemdares, é altamente
resistente a dissolucdo em agua e em solventesicog&omuns.

As hemiceluloses séo polissacarideos de cadeia @mtificados, com
uma estrutura amorfa compreendendo diferentes rmacaddeos, que variam
entre as espécies de plantas (KING et al., 2009).

A alta cristalinidade da celulose, complexas ligac§uimicas cruzadas
entre 0s componentes e o revestimento da celuldaehpmicelulose e lignina,
todos contribuem para a dificil degradacdo da lighdose para o tratamento
guimico, o qual limita a sua utilizacdo e impedeoaversdao economicamente
viavel em produtos de valor agregado (MOSIER e2805).

Atualmente, muita atencéo tem sido dada a degradig@ignocelulose
utilizando micro-organismos, devido a sua capaedatica de degradar
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lignocelulose (HUANG et al., 2010). A biodegradadadignina resulta da acao
de enzimas extracelulares microbianas, incluindoada (Lac), lignina
peroxidase (LIP), manganés peroxidase (MnP) es/aritras peroxidases, como
peroxidase versatil (VP). Estas enzimas sdo reapeiss pela geracdo de
radicais livres altamente reativos e nao espesifigne contribuem para a
degradac&o da lignina (MARTINEZ et al., 2005).

2.7 Ligninases

Os fungos filamentosos desempenham papel importange
decomposicdo de lignocelulose. Existem trés tippsuhgos que vivem em
madeira morta que efetivamente degradam uma ou o@igonentes da
madeira: fungos de podriddo-mole, fungos de podsidarrom e fungos de
podridao-branca. Os fungos de podriddao-mole, agsEimo os de podridéo-
marrom, podem degradar a celulose, mas degradanigrnénal apenas
parcialmente (CANNON; KIRK, 2007). Ja os fungospsridao-branca, que
sdo, principalmente, basidiomicetos, sdo dotadosurde sistema lignilitico
constituido de peroxidases (lignina peroxidase rgamaés peroxidase) e lacase
que esta diretamente envolvido na degradacdo dmdigABRAHAO et al.,
2008). Alguns fungos que degradam a madeira cotd@ias as trés enzimas
modificadoras de lignina, enquanto os outros corgpanas uma ou duas destas
enzimas (DHOUIB et al., 2005).

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

LiP (lignina peroxidase; EC 1.11.1.16) € uma henwroxidase

classificada na classe Il da superfamilia de pdesds de plantas, fungos e



23

bactérias (RUIZ-DUENAS; MARTINEZ, 2010). E uma ema de interesse
biotecnologico, devido ao seu elevado potenciabxexla capacidade de oxidar
moléculas grandes (MARTINEZ et al., 2009; RUIZ-DUES| MARTINEZ,
2009, 2010). Essa enzima tem papel central na gniadacéo dos constituintes
da parede celular vegetal. LiP catalisa a despdlmagio HO,-dependente de
uma variedade de compostos da lignina nédo fen¢lidiasilpropano e uma
grande variedade de compostos fendlicos, comoexamplo, guaiacol, alcool
vanilico, catecol e acido siringico (WONG, 2009).

Essa enzima oxida os substratos pela transfer@aaiétrons em varias
etapas e a formacdo de radicais intermediarios, damo radicais fenoxi e
cations do alcool veratrilico. Estes radicais miediarios sofrem reacdes ndo
enzimaticas, tais como acoplamento de radicaisliev@izacéo, clivagem da
cadeia lateral, desmetilacdo e adi¢cdo intramoleceleearranjo (WONG, 2009).
Ao contrario de outras peroxidases, como MnP, LiB@az de oxidar substratos
aromaticos ndo fendlicos e ndo exigir a participagé mediadores, devido ao
seu potencial redox elevado (WANG et al., 2008; VER009).

Lignina peroxidase foi a primeira enzima descobepte catalisa a
despolimerizacéo parcial da lignimavitro (TIEN; KIRK, 1983). Desde a sua
descoberta erPhanerochaete chrysosporiymais LiP foram encontradas em
diferentes cepas de.chrysosporium{RENGANATHAN; MIKI; GOLD, 1985;
TIEN; KIRK, 1984) e outros fungos de podriddo-bmncomo Trametes
versicolor(JOHANSSON; WELINDER; NYMAN, 1993). Além disso, mes de
LiP foram detectados em diferentes espécies deofyngcluindoPanussp.,P.
coccineus P. sanguineuse Perenniporia medulgPOINTING et al., 2005).
Lentinula edodesapresentou atividade de LiP em meio contendo texia
malte como fonte de carbono (ESPOSITO; CANHOS; DNIRD991). LiP foi

também detectada em algumas bactérias, tais émmnetobacter calcoaceticus
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NCIM 2890 (GHODAKE et al.,, 2009) etreptomyces viridosporu37A
(GOTTSCHALK; BON; NOBREGA, 2008).

2.7.2 Lacase (benzenodiol: oxigénio oxidorredutasé@sC 1.10.3.2)

Lacases (benzenodiol: oxigénio oxidorredutases, H(0.3.2)
pertencem a familia das multicobre oxidorredutgsescatalisam a oxidagéo de
uma variedade de substratos aromaticos por meiedidgdo de oxigénio a agua
(PAOLA, 2010). As lacases sdo amplamente distrdmiiem muitas bactérias,
fungos e plantas (BALDRIAN et al., 2006). E umaisr&que é capaz de atuar
em um amplo espectro de substratos, podendo, ggssatos, ser expandidos
consideravelmente na presenca de mediadores dacérideducdo adequados
(CAMARERO et al., 2005). Portanto, lacases tém wtemcial promissor em
muitas aplica¢8es industriais e de biotecnolog@YTO; HERRERA, 2006).

Na maioria das vezes, lacases foram encontradstsi@gadas em fungos
de podriddo-branca, combentinus tigrinus (FERRARONI et al., 2007),
Pleurotus ostreatudDl (POZDNIAKOVA et al.,, 2006),Cerrena unicolor
estirpe 137 (MICHNIEWICZ et al., 2006}, versicolor(NECOCHEA et al.,
2005), Trametessp. linhagem AH28-2 (XIAO et al., 2003)rametes pubescens
(SHLEEV et al., 2007) €yathus buller(SALONY; BISARIA, 2006).

Estudos tém apontado para o envolvimento de lacasermacédo do
filme micelial marrom (TANG et al., 2013). A formég do filme micelial
marrom é acelerada pelo oxigénio e o envolvimergo latase pode ser
considerado pela formacgdo de goticulas de aguacesequéncia da oxidacdo
de compostos fendlicos acoplada a reducdo de agigéagua (RODGERS et
al., 2010). Estudos anteriores também ligaram éscasm o desenvolvimento
do corpo de frutificacdo (CHEN; GE; BUSWELL, 20@#{GA et al., 2000) e a
producdo de pigmentos em cogumelos comestiveis THAM; STAHMANN,
1981).
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2.7.3 Manganés peroxidase [Mn (ll): hidrogeno-perdxlo oxidorredutases,
EC 1.11.1.13) — MnP

Manganés peroxidades sdo glicoproteinas heme gua t&pacidade de
catalisar a oxidacéo de NMrpara Mrii®. O Mn" complexa com acidos organicos
gue, por sua vez, oxida estruturas fendlicas ptesema lignina e também
compostos relacionados com a lignina (TAKANO; NAKAIRA;
YAMAGUCHI, 2010). Na natureza, manganés peroxidasatalisa a
despolimerizacdo da lignina, juntamente com um dexop de enzimas
lignoliticas. Como tem a capacidade de oxidar umpla gama de substratos, se
torna uma enzima interessante para aplicacdeschuatgicas em diversas
industrias (IQBAL; ASGHER, 2013).

Desde a descoberta de manganés peroxidasePkamerochaete
chrysosporium(GLENN; GOLD, 1985), mais manganés peroxidasesnfor
encontradas em basidiomicetos, tais conanus tigrinus (LISOV;
LEOTIEVSKY; GOLOVLEVA, 2003), Lenzites betulinugHOSHINO et al.,
2002), Phanerochaete flavido-alb@RUBIA et al., 2002),Agaricus bisporus
(LANKINEN et al., 2001), Bjerkandera sp. (PALMA et al., 2000) e
Nematoloma frowardib19 (HILDEN et al., 2008)Lentinula edodesem sido
descrito como um bom produtor de manganés peraxi@GSER et al., 2006).

L. edodesecreta enzimas, lacase e manganés peroxidasgegraelam
a lignina, em meios a base de serragem (BUSWELL}; CHANG, 1995;
LEATHAM, 1985; MAKKER et al., 2001; TOKIMOTO et al1987), mas ndo
normalmente em meios liquidos. Sakamoto et al. QR0@rificaram que a
principal isoenzima produzida pdr. edodesem meios de serragem foi
manganés peroxidase lemnp2. Este achado sugere egizs enzimas

desempenham papel importante na degradacao dgesardairante o cultivo e a
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expressao e as propriedades das enzimas influenc@ascimento micelial e o
desenvolvimento de corpos de frutificagdo (WOOD; MAAM; FERMOR,
1988).

2.8 Importancia nutricional e composicao centesimale cogumelos

Os cogumelos comestiveis sdo excelentes alimeniespqdem ser
incorporados em dietas bem balanceadas devido ixo beor de gordura,
energia e alto teor de fibra alimentar e compo#fiosionais (BRENE, 2010;
MANZI; AQUQZZI; PIZOFERRATO, 2001). O shiitakeLéntinula edodés
tem alto valor nutricional e contém diversos cosipe bioativos, incluindo
polissacarideos, antioxidantes, fibras dietétieagosterol, vitaminas B1, B2 e
C, folatos, niacina e minerais (MATTILA; SUONPAAJIRONEN, 2000). A
composi¢cdo de nutrientes de alguns cogumelos sabalids pode ser observada
na Tabela 1.

Em geral, o teor de proteina bruta de cogumelosestueis varia
consideravelmente e vai de 15% a 35% do peso dependendo das espécies,
das variedades e do estagio de desenvolvimentooduo cde frutificacéo
(LONGVAH; DEOSTHALE, 1998; MANZI et al., 1999; MDABI et al.,
2003). Eles tém baixo teor de lipideos, normalmemémos que 5% do peso
seco (YILMAZ et al., 2006). Os cogumelos sdo, padauma excelente fonte
de proteinas e fibras e um alimento que conténoliair de lipideos.

O conteldo de carboidrato total de cogumelos, imdtude carboidratos
digeriveis e nao digeriveis, varia com a espécige85% a 70% do peso seco
(LONGVAH; DEOSTHALE, 1998; MAU et al., 2001). Caridoatos de facil
digestdo encontrados em cogumelos incluem manitglic®se, geralmente
presentes em quantidades muito pequenas (menofbeddolpeso seco) e

glicogénio (5%-10% do peso seco). Carboidratos dgumelos, por
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conseguinte, ndo sdo uma importante fonte de enpaga 0s seres humanos.
Carboidratos n&o digeriveis incluem oligossacagdecomo trealose e
polissacarideos ndo amilaceos, tais como quithgiicanos e mananas, que sao
a maior parte dos carboidratos de cogumelos. wickatos ndo amilaceos de
cogumelos podem ser considerados como fibra diatéd qual pode trazer
beneficios fisioldgicos para os seres humanos (DMEXAREZ, 2001).

O teor de cinzas dos cogumelos comestiveis varé@da 11% do peso
seco e contém uma grande variedade de minerais A& et al., 1983).
Cogumelos comestiveis, tais corfdeurotus ostreatysLentinula edodes
Agaricus bisporustém sido relatados contendo variados teores désgio
(2.700-4.700 mg/100 g), fosforo (500-1.400 mg/10fogoeso seco), magnésio
(20-200 mg/100 g), zinco (4,7-9,2 mg/100 g) e cofr®0-3,5 mg/100 g do
peso seco) (VERMA et al., 1987; VETTER, 1990; ZAKRA et al., 1983).

Os cogumelos sdo valiosos na alimentacdo, na madiei como
nutracéuticos. Eles contém uma variedade de ntége: compostos bioativos
gue proporcionam beneficios a saide (LAKHANPAL; R3N005).



Tabela 1 Composicdo centesimal de algumas espieiesgumelos comuns que podem ser utilizadas ctimerdo.
Adaptado de Cheung (2010)

Espécie Proteinas Lipideos Carboidratos Fibras® Cinzas
Agaricus bisporus 23,9-34,8 1,7-8,0 51,3-62,5 8,0-10,4 7,7-12,0
Agaricus blazei 26,7 2,6 45,5 18,3 6,8
Auricularia auricula-judae 8,1 1,5 81,0 6,9 9,4
Boletus edulis 29,7 3,1 51,7 8,0 53
Cantharellus cibarius 21,5 5,0 64,9 11,2 8,6
Cordyceps sinensis 21,9 8,2 21,2 n.4. 2,9
Ganoderma tsugae 8,8 5,7 10,4 73,4 1,7
Grifola frondosa 21,1 3,1 58,8 10,1 7,0
Hericium erinaceus 22,3 3,5 57,0 7,8 9,4
Lentinus edodes 13,4-17,5 4,9-8,0 67,5-78 7,3-8,0 3,7-7,0
Pleurotus ostreatus 10,5-30,4 1,6-2,2 57,6-81,8 7,5-8,7 6,1-9,8
Tremella fuciformis 4.6 0,2 94,8 1,4 0,4
Tricholoma giganteum 16,1 43 70,1 45 5,0
Tuber melanosporum 23,3 2,2 66,2 27,9 8,3
Volvariella volvacea 30,1 6,4 50,9 11,9 12,6

*Todos os dados foram apresentados como porcentagematéria seca
'O fator de nitrogénio utilizado para o célculo detgina foi de 4,38

*O teor de carboidrato foi calculado por diferenca

*As fibras contém, principalmente, a fracéo insolGve

"n.d. ndo determinado.

8¢
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2.9p-glucano

B-glucanos sao polissacarideos de cadeia longanpesseas células da
parede celular de fungos, leveduras, algumas le@térplantas. Eles ndo séo
encontrados em animais e, por isso, estes carbmdpadem ser reconhecidos
pelo sistema imunolégico de vertebrados (BROWN; GOR, 2003). Eles
podem diretamente ativar os leucdcitos e os fag@¢BMIDERLE et al., 2008)
e também estimular os mediadores pré-inflamatériomno citocinas e
quimiocinas (SCHEPERKIN; QUINN, 2006) e tém ativdda antitumoral
(MIZUNO et al., 1990), antioxidante (TOKLU et aRp06), anti-inflamatéria
(DORE et al., 2007) e imunomodulante (ZHANG et2007).

Varios polissacarideos de cogumelos com imunopiaterforam
relatados. Um polissacarideo biologicamente atiemtinan, de Lentinula
edodes contendo (1-3)(1-6}-D-glucano, é utilizado para a terapia do cancer
(SASAKI; TAKASURA, 1976).

A estrutura da parede celular dos fungos esta aateshente em
mudanca durante o crescimento micelial e no cidtlar. As alteracdes
morfoldgicas envolvendo a sintese, a reorienta@@tise da estrutura da parede
celular € um processo essencial em fungos (ENDERSELITRENNIKOFF,
1994; SEILER; PLAMANN, 2003). A parede celular famm complexo de
multiplas camadas de polissacaridos, glicoproteasoteinas com ligacoes
cruzadas. Os polissacarideos consistenf-glucanas (principalmentg-1,3-
glucano e B-1, 6-glucano), quitina, quitosana, manana aeglucanas
(AIMANIANDA et al., 2009; FONTAINE et al., 2000).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo do ciclo de vida deentinula edodegBerk) Pegler é muito
importante para estabelecer quais sado os fatotesrdeantes para a formacao
da capa micelial marrom e dos corpos de frutifioagdesse estudo deve ser
realizado nas reais condi¢bes de cultivo dessentelgy dada a caréncia de
estudos nessas condi¢fes. A formacdo da capaahitelirom e dos corpos de
frutificacdo é evento complexo que pode envolvepagticipacdo de vérias
moléculas, como enzimas, proteinas e carboidratos.

As informacdes obtidas neste trabalho sdo impm@sapara o melhor

entendimento do ciclo de cultivo dentinula edodes
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1

Atividade de peroxidases, lectina g-glucano, durante o cultivo do

cogumeloLentinula edodes

Artigo submetido conforme normas da Revista Journabf Agricultural and

Food Chemistry

RESUMO

O presente trabalho foi realizado com os objetd®svaliar o ciclo de
cultivo de linhagens déentinula edodesa partir da producdo de enzimas,
lectina ep-glucano. Foram avaliados o consumo de celulosmjdetulose e
lignina e a produtividade de cogumelos. Os resoftaapontaram um aumento
no teor de lectina e lacase no micélio pigmentadproducédo de tirosinase foi
maior na capa micelial marrom. O teor flglucano, para todas as linhagens,
sofreu variagbes ao longo do ciclo. O consumo didase foi maior para as
linhagens UFLA-LE1 e UFLA-LE3. UFLA-LE1l, UFLA-LE2 @JFLA-LE6
consumiram mais hemicelulose, enquanto a linhag&ih tonsumiu mais
lignina. As linhagens UFLA-LE4 e UFLA-LE6 foram asais produtivas. A
formacgédo da capa micelial pigmentada e dos corpdautificacdo € um evento
complexo que envolve a participacdo de varias eagimproteinas e
carboidratos.

Palavras-chave: Shiitake. Capa marrom. Lectinainka -glucano
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the crop cyclé efitinula edodestrains
from the production of enzymes, lectin afielucan. The consumption of
cellulose, hemicellulose and lignin and mushroonesipctivity were evaluated.
The results showed an increase in lectin contedtlaccase in the pigmented
mycelium. The tyrosinase production was higherriomim mycelial cover. The
B-glucan content for all strains suffered variatianer the cycle. The cellulose
consuption was greater for the strains UFLA-LE1 & A- LE3. The strains
UFLA-LE1, UFLA-LE2 and UFLA-LE6 consumed more heelialose, while
UFLA-LE5 strain consumed more lignin. The strainBLA-LE4 and UFLA-
LE6 were the most productive. The formation of pégred mycelial cover and
fruiting bodies is a complex event that involveg tharticipation of several
enzymes, proteins and carbohydrates.

Keywords: Shiitake. Brown cover. Lectin. Enzym@glucan.
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INTRODUCAO

O cogumelo shiitakeLentinula edodeBerk. Pegler) € um representante
de basidiomiceto xilotrofico. Muito popular entres aconsumidores de
cogumelos, estd em segundo lugar na producdo nhuagi@as o champignon
(Agaricus bisporug' sendo valorizado como um cogumelo comestivel e al
gualidade, por apresentar alto valor gastrondndiestacando-se ndo so pelo seu
agradavel sabor como também por suas propriedaddscionais e
terapéuticas.

O cultivo do shiitake €, tradicionalmente, feito ¢onos de madeira,
principalmente eucalipto, no entanto, o cultivoragé, em substratos sintéticos,
a base de diversos residuos agricolas, vem ganhespkco na producao
comercial deste cogumelo, uma vez que a colhe@iatece mais rapidamente e
a eficiéncia biol6gica do fungo é bastante elevada.

Pelo menos quatro fases j& foram identificadasnde@ra ciclo de cultivo
do shiitake. S&o elas: crescimento micelial vegetatormacao da capa micelial
marrom, formac&o de primérdios e desenvolvimen®awpos de frutificacab.
As fases de crescimento sdo afetadas pela propdechgnina e celulose, bem
como o teor de nitrogénio do substraara a degradacéo da lignicelulose, este
fungo de podriddo-branca secreta enzimas hidmditic(celulases e
hemicelulases) e oxidativas (ligninases).

Para a assimilacdo do substrato e para o desemenlido e o
crescimento de uma colbnia, é requerida agregag@iahe o fungo precisa de
mobilizacdo e transporte de aclcares. Nesta fasepapel importante é
desempenhado por lectinas, que estdo envolvidagenonhecimento de
carboidratos, ligacéo intercelular e transducacidal em sistema biolégico.
Além disso, durante o crescimento micelial e ndocgelular, a estrutura da
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parede celular dos fungos estda constantemente edanpal As alteracdes
morfoldgicas envolvendo a sintese, a reorientagitise da estrutura da parede
celular sdo um processo essencial em fufiyds.parede celular forma um
complexo de mdltiplas camadas de polissacariddiespgpteinas e proteinas
com ligacbes cruzadas. Os polissacarideos consistiam B-glucanas
(principalmenteB-1,3-glucano §-1, 6-glucano), quitina, quitosana, manana e
glucanas?

Embora a formacéo da capa micelial marrom precedpapecimento
dos corpos de frutificacibe temnha sido descrita como uma etapa peculiar na
morfogénese para shiitdké® os mecanismos moleculares e bioquimicos de
formac&o dessa capa ainda néo estéo claros.

Em alguns trabalhos tém sido relatadas as moléanaslvidas no
processo de formacdo da capa micelial marrom. Esskglos apontam a
proteina lectina como a provavel responsavel pelmdcdo da capa, mas os
estudos até entdo publicados foram realizados apema meios de cultura
sintéticos, nao refletindo, portanto, as reais wiies de formacédo da capa, ja
que o cultivo de shiitake é feito em substratoaseltle serragem e farelds’

Este trabalho foi realizado com os objetivos davgliar a producéo de
ligninases, tirosinase e lectina, em quatro fagesrescimento de linhagens de
Lentinula edodesa fim de investigar as macromoléculas possivelenen
envolvidas no desenvolvimento da capa micelial omayrii) determinar o teor
de p-glucano em cada fase, para acompanhar as mudamgasede celular nas
diferentes fases do crescimento e iii) verificaromsumo de lignina, celulose e
hemicelulose de cada linhagem. Os resultados dettdo vao contribuir para o

entendimento da morfogénese de shiitake.
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MATERIAL E METODOS

Fungo e condicdes de culturaForam utilizadas, no experimento, seis
linhagens de_entinula edodegUFLA-LE1, UFLA-LE2, UFLA-LE3, UFLA-
LE4, UFLA-LE5 e UFLA-LE6) pertencentes a colecdo daboratério de
Cogumelos Comestiveis da Universidade Federal dmkaAs culturas estoque
(matriz priméria) foram mantidas em meio agar mél®,0 g L* de glicose;
15,0 g L'* de extrato de malte; 15,0 ¢ He &gar) e incubadas, a 25 °C.

Preparo da matriz secundaria (“spawn”). A matriz secundaria foi
preparada utilizando-se serragem (9 kg), fareltride (1 kg), gesso (200 g) e
calcario (200 g). A umidade foi ajustada para 60%%@ g desse substrato foram
distribuidos em frascos de vidro. Foram realizadliss processos de
autoclavagem de 2 horas, com um intervalo de 2dshentre um processo e
outro. ApGs a inoculagcdo das linhagens, a incubdgéfeita & temperatura
ambiente (25%2 °C) na céamara de cultivo, até quesubstrato fosse

completamente colonizado pelo fungo.

Cultivo axénico das linhagensO substrato para o cultivo axénico das
linhagens dd.. edodedoi preparado utilizando-se serragem (25 kg),|fade
arroz (2 kg), farelo de trigo (0,3 kg), farelo dgaaldo (0,3 kg), fuba grosso (0,3
kg) e carbonato de célcio (0,06 kg). A umidadeafastada para 60% e 1 kg de
substrato foi distribuido em cada bloco para coltiForam realizados dois
processos de autoclavagem de 2 horas, com umaitdede 24 horas entre um
processo e outro. A proporc¢édo inicial de C/N dossalbo foi de 37,8/1,4. A
inoculagdo das linhagens foi feita utilizando-saatriz secundaria e os blocos
de substratos inoculados foram incubados a temyparainbiente (25+2 °C).
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Indugcdo da frutificacdo. Com 90 dias de crescimento, foi feita a
inducéo da frutificacdo. Os blocos foram retirados sacos e colocados na sala
de cultivo, a temperatura de 18+2 °C e umidade9d&%. Apds a inducdo da
frutificacdo, a colheita dos cogumelos foi feita 36 dias, compreendendo o
primeiro fluxo. Ao final do primeiro fluxo, os blos estavam com 126 dias de
crescimento. Depois do primeiro fluxo, foi dado choque térmico nos blocos,
imergindo-os em agua a temperatura de 14+2 °Clpdroras. Apés o choque
térmico, os blocos foram novamente colocados rsadsmlcultivo e foram feitas
colheitas de cogumelos por 33 dias, compreendersggundo fluxo. Os blocos
estavam com 159 dias de crescimento, ao final dons® fluxo. Ao final do
segundo fluxo foi dado um novo choque térmico. @eieo fluxo de producéo
teve a duracédo de 30 dias. Portanto, todo o celordducéo, desde a inoculagéo

até o final da colheita, totalizou 189 dias.

Determinacdo da produtividade. Os cogumelos colhidos eram
pesados, para a determinacéo da produtividadeségyindo a equacéo 1.

Massa dos cogumelos frescos
P(%) = — - — . ——— x 100
Massa do substrato dmido

Equacéo 1

Coleta de amostras.Foram realizadas quatro coletas de amostras. A
primeira coleta foi com 60 dias de crescimento,pnque corresponde ao
momento em que todos os blocos de todas as linkagtevam completamente
colonizados. A segunda coleta foi feita com 90 desrescimento, no momento
da inducéo da frutificacdo. Com 126 dias, ou s&#a) 36 dias apds a inducdo

da frutificacdo, foi realizada a terceira coleta,fimal do primeiro fluxo, antes
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de ser realizado o choque térmico. A quarta e @ltimleta foi feita com 159
dias de crescimento, ao final do segundo fluxogsade ser realizado o choque
térmico. A partir de 60 dias de crescimento, a capeielial pigmentada
comecou a ser formada e, com 126 dias de cres@messa capa ja estava
madura. Para cada amostra coletada foi determméelar de lecting3-glucano,

atividade de tirosinase e ligninases.

Preparo do extrato bruto proteico.O extrato bruto para as analises de
lectina foram preparados de acordo com Vetchinkihal. (2008aj; com
modificagcdes. O micélio foi separado do substratacerado e extraido, por 2
horas, com 20 mL de tamp&o Tris-HCI 20 mmdl(pH 8,0), para cada 200 mg
de micélio, centrifugado e filtrado. A solucao dhtifoi utilizada nos ensaios de
hemaglutinacgéo.

Para as analises de tirosinase e ligninases a@xrato foi preparado
de acordo com Luz et al. (2019)Os ensaios enziméticos e de hemaglutinacéo
foram realizados em triplicata.

Ensaios enziméticos

Lacase (EC 1.10.3.2)A atividade de lacase foi determinada por método
espectrofotométrico indireto, utilizando-se 2,2Razbis etilbentiazoline
(ABTS), em mistura de reacdo de 1 mL contendo Q.3lentampéo acetato de
sédio 0,1 mol ! (pH 5,0), 0,1 mL de ABTS 1 mmol'L(em agua) e 0,6 mL da
fonte enzimatica. A mistura de reacéo foi incubade,10 minutos, a 3TC e a
oxidacéio do ABTS foi medida pelo aumento da absmibaa 420 nri? Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida conmuantidade de enzima capaz

de oxidar Jumol de ABST por minutogg,o = 3,6 x 16 morl* L cm™), por kg.
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Manganés peroxidase (EC 1.11.1.13)A atividade de manganés
peroxidase foi medida utilizando-se o vermelho deof (1 g L) como
substrato{ = 4.460 mof L cm™).?* A mistura de reacdo de 1 mL contendo 0,5
mL do extrato enzimatico, 0,1 mL de solucéo de e de fenol (1.0 g'H),

0,1 mL de lactato de sédio pH 4,5 (250 mmd),10,2 mL de albumina bovina
(0,5%), 0,05 mL de sulfato de manganés (2 mmbl & 0,05 mL de kD, (2
mmol L), em tamp&o succinato de sédio (20 mmd), IpH 4,5. A solucéo
resultante foi incubada, por 15 minutos, a 37 &Creacao foi interrompida pela
adicdo de 0,04 mL de NaOH (2 mof)L A absorbancia foi medida a 610 nm.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definidamc@ quantidade de enzima

capaz de oxidar 1 umol de vermelho de fenol poutaoimpor kg.

Lignina peroxidase (EC 1.11.1.14)A atividade de lignina peroxidase
foi determinada pelo monitoramento da absorcdo & r8n da formagéo de
veratraldeido = 9.300 mof L cm®), por meio da oxidacdo de alcool
veratrilico?? A mistura de reacdo de 2 mL foi composta de 0,5dalfonte
enzimatica, 0,5 mL de 40, 2 mmol L%, 0,5 mL de &lcool veratrilico 10 mmol
L™ e 1 mL de tartararo de sédio 0,125 mdlgH 3,0, incubada, por 10 minutos,
a 37 °C. Uma unidade de atividade enzimatica éfindla como a quantidade
de enzima capaz de oxidar 1 pmol de alcool veratréh veratraldeido por

minuto, por kg.

Tirosinase (E.C.1.14.18.1)A atividade de tirosinase foi determinada
pela taxa de oxidacdo de L-di-hidroxifenilalaniiaDOPA) 2 mmol L' em
tamp&o Tris-HCI 50 mmol L (pH 7,5), a 37 °C, por 10 minutos. A oxidac&o da
L-DOPA para DOPA quinona foi medida pelo aumentoaliaorbancia a 475

nm (475 3700 M'cm™).* Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
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como a quantidade de enzima capaz de oxidarumol de L-di-

hidroxifenilalanina (L-DOPA) por minuto, por kg.

Ensaio de hemaglutinacdo.A hemaglutinacdo foi realizada para
verificar a atividade de lectina. O ensaio foi izalo por uma diluicéo seriada
da amostra, usando o kit TOXO-HAI Gold Analisa @élorizonte, Minas
Gerais, Brasil), que contém o diluente e uma sissfmede eritrécitos de ave 2%.
A atividade foi expressa em UH 50 filo qual representa o inverso da maior
diluicdo da amostra que causou hemaglutinagdo tdesdc apés 2 horas, a

temperatura ambiente.

Extracdo e quantificacdo dep-glucano. A extracdo e a quantificacéo
de pB-glucano foram feitas utilizando-se o RiGlucan (Yeast & Mushroom) da
Megazyme (Megazyme International Ireland, Bray Bess Park, Bray, Co.

Wicklow, Ireland).

Determinacdo de lignina, celulose e hemicelulosd-oi feita a
determinacdo de lignina, celulose e hemicelulossuthstrato usado no cultivo
das linhagens antes da inoculacao e no final deiterfluxo, com 189 dias apés
a inoculacdo, para verificar o quanto de cada coemte do substrato foi
consumido por cada linhagem. A andlise do teor dééma seca (MS) foi
realizada conforme recomendacfes da AssociationOfficial Analytical
Chemist?® Os teores de fibra em detergente neutro (FDNpra £m detergente
acido (FDA), hemicelulose (HEM), celulose (CEL) ignina (LIG) foram

determinados segundo as técnicas descritas per (3998)*

Estatistica. O experimento foi realizado utilizando-se o delmeato

inteiramente casualizado (DIC). A cada coleta foratirados trés blocos por
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linhagem, para se proceder as extracfes para &fipagdo de lectina, enzimas
e B-glucano. As analises para a determinagéo de fgeiglulose e hemicelulose
foram feitas com trés repeticdes. Para avaliaodytividade, foram utilizadas
seis repeticdes. As médias da produtividade e dwswnoo de celulose,
hemicelulose e lignina foram comparadas estatiscde pelo software
SISVAR?® por meio do teste de Scott-Knott, a 5% de prolukzuke.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade enzimatica. A atividade de lacase foi maior com 126 e 159
dias, para todas as linhagens. Nesse mesmo peaididbagem UFLA-LE4 foi
a que apresentou maior atividade dessa enzima4(1€,822,45 U kg,
respectivamente). Para as linhagens UFLA-LE4 e UEEA é possivel
observar uma atividade crescente dessa enzimas Hgaa linhagens foram as
gque apresentaram as maiores atividades de lacasel, 59 dias de crescimento,
sendo de 22,45 U Kgpara UFLA-LE4 e 20,18 U kypara UFLA-LE6 (Figura
1). EmLentinula edodesa atividade de lacase esta associada a formagao d
pigmentos. A formacdo de corpos de frutificacdo epashvolver a sintese
catalisada por lacase de pigmentos extracelulastacionados com a
polimerizacdo oxidativa de componentes da pareldéaceara o fortalecimento
de adeséo célula-céluta®

Estudos tém apontado para o envolvimento de lacagermacédo do
filme micelial marrorf, a qual é acelerada pelo oxigénio, e o envolvimelet
lacase pode ser considerado pela formacdo de aticde agua em
consequéncia da oxidacdo de compostos fendlicamplaata a reducdo de
oxigénio & agud Em estudos anteriores também ligaram-se lacas@soco
desenvolvimento do corpo de frutificagcdo e a pr@dugle pigmentos em

cogumelos comestivef§:**
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Figura 1 Atividade de lacase para as linhagerisedénula edodes

A atividade inicial de manganés peroxidase foi mpira as linhagens
UFLA-LE1 e UFLA-LE2 (22,20 e 21,38 U Ky respectivamente). A maior
atividade dessa enzima foi detectada com 159 diasultivo para a linhagem
UFLA-LE3 (33,56 U kg) (Figura 2).
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Figura 2 Atividade de manganés peroxidase paranasgens dd.entinula
edodes

Atividade de lignina peroxidase foi detectada edo$os tempos para
todas as linhagens (Figura 3). A linhagem UFLA-L#8b a que apresentou
menor atividade inicial (172,79 U &y porém, a atividade maxima de lignina
peroxidase foi detectada para essa linhagem condid26e cultivo (801,28 U
kg?). A linhagem UFLA-LE1 apresentou o comportamentisndistinto entre
as linhagens com maior atividade inicial de ligrpeaoxidase (438,10 U Ky
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Figura 3 Atividade de lignina peroxidase paramisdgens déentinula edodes

Em contraste com manganés peroxidase e ligniniges®e, o baixo
potencial redox da tirosinase sugere que esta anzéio participa de processos
de degradac&o, sendo seu envolvimento maior naugiiodde pigmentdSA
linhagem UFLA-LE4 foi a que apresentou maior atdd de tirosinase inicial
(314,19 U k) e a UFLA-LE5 apresentou maior atividade finalsgesnzima
(1510,27 U Kkg). Todas as linhagens apresentaram a maior ativiathed
tirosinase com 159 dias de crescimento (Figura 4).

A capacidade de degradar a lignina depende da gkodde enzimas
lignoliticas lacase, manganés peroxidase e ligparaxidase. As atividades de

lacase e manganés peroxidase foram mais baixaslagio a atividade de



62

lignina peroxidase, para todas as linhagens, emstad tempos estudados.
Lignina peroxidase e manganés peroxidase sdo tssabmo ligninases

verdadeiras, devido ao seu elevado potencial redstando diretamente
relacionadas com a eficiéncia da degradacéo dadigit’

Segundo Esposito et al. (1991 m geral, quando a atividade de lignina
peroxidase é alta, as atividades de lacase e nma@mgaroxidase sdo menores.
E possivel observar essa correlacdo, ja que tosldmtegens apresentaram
atividades de lacase e manganés peroxidase menges atividade de lignina
peroxidase.

Vetchinkina et al. (2008%) avaliaram as enzimas lacase, manganés
peroxidase e tirosinase no curso da morfogénesemtnula edodegm meio
soélido. Estes autores detectaram atividade dedazasanganés peroxidase com
7 e 14 dias de incubagdo e com 28 dias ndo deistssas enzimas. Com 40
dias, a atividade de lacase voltou a ser dete@aalamentou até 70 dias, que
corresponde ao tempo de formacédo do corpo deifagdo. A atividade de
manganés peroxidase voltou a ser detectada corra®0naas declinou com 60
dias de cultivo. A atividade de tirosinase foi majoe a de lacase e manganés
peroxidase e foi detectada em todos os tempos, méwima atividade no
micélio pigmentado. Assim como para Vetchinkinale{(2008bj, foi possivel
observar uma flutuacdo na atividade dessas enziatadpngo do ciclo de

cultivo.
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Figura 4 Atividade de tirosinase para as linhaglerisentinula edodes

Atividade de lectina. A proteina lectina tem papel importante na adeséo
célula-célula e tem sido apontada como a moléawaleida na formagéo da
capa micelial pigmentada. O comportamento de cattadem com relacdo a
producdo de lectina foi variado (Figura 5). A prodlu de lectina somente n&o
foi detectada no estagio inicial do cultivo (60sjipara a linhagem UFLA-LE1.
Fato contrario foi observado para a linhagem UFLEG]L que apresentou a
maior atividade inicial de lectina. A maior ativitlade lectina (32 UH 50 {fi.
foi detectada para as linhagens UFLA-LE3 e UFLA-LE&@Im 159 e 126 dias de
cultivo, respectivamente. Para todas as linhagenstividade de lectina

aumentou dos estagios de micélio para micélio pigau®. A linhagem UFLA-
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LEG foi a que apresentou um comportamento difer@asedemais, sua atividade
inicial de lectina foi a maior (8 UH 50 ), no entanto, essa atividade diminuiu
nos tempos de 90 e 126 dias, voltando a crescéempo de 159 dias. Esse
comportamento foi coincidente com o da atividadérdsinase.
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Figura 5 Atividade de lectina para as linhagenkatdinula edodes

De acordo com Tsivileva et al. (2087)titulos de hemaglutinacéo
foram maximos na capa micelial marrom, o que pedesplicado pelo possivel
envolvimento de aglutininas na formacédo da capalialpigmentada.

Os estudos de Vetchinkina et al. (2088@)dicaram que a atividade de

lectina depende do estagio da morfogénese delshiitando a atividade no
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filme micelial marrom sido de trés a quatro vezesomque no micélio ndo
pigmentado.

Tsivileva et al. (2003} avaliaram a formacdo da capa micelial marrom
e acompanharam a producéao de lectina em meio ¢iguich diferentes fontes de
nitrogénio e diferentes relacdes de C/N de umatiem dd_entinula edodeg
observaram que o maior titulo de hemaglutinacde, curresponde a maior
atividade de lectina, foi de 1.024 e foi obtido mheio contendo cloreto de
amonio e uma relagdo de C/N de 150/1. A formac&mga micelial marrom foi
observada somente com 55 a 60 dias de crescimdma. maior relagéo de
C/N, portanto, aumenta a producao de lectina.

As atividades de lacase e lectina foram maiorea fmatas as linhagens
nos tempos de 126 e 159 dias. De acordo com Véiohiret al. (2008dY,
lectinas delLentinula edodesestabilizam a atividade de lacases. Os autores
demonstraram esse fato depois de realizarem exg@eidnos quais a  sidade
de lacase aumentou apos ser incubada com um egdtxtina. No presente
trabalho foi possivel observar o aumento de ledittecase de forma conjunta,
indicando uma relacdo entre essas macromolécutamsp cobservado por
Vetchinkina et al. (2008d).

Teor dep — glucano.As paredes das células de fungos séo construidas,
principalmente, a partir da quitina peglucano, e estes polissacarideos séo
autodegradados pdi-glucanases, associadas com paredes celularesteduran
mudancas morfolégicdS.Durante o ciclo de crescimento Hentinula edodes
foi possivel observar essas mudancas morfologigasta dos diferentes teores
deB-glucano obtidos para as linhagens (Figura 6).

O teor deB-glucano foi maior para todas as linhagens comdi2é de
cultivo, com excecéo da linhagem UFLA-LE6, que apntou 0s maiores teores
de B-glucano, com 60 e 90 dias de cultivo (8,5+0,49%8,2+0,53%,
respectivamente). As linhagens UFLA-LE1, UFLA-LE3 BFLA-LE5
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apresentaram 0 mesmo comportamento quanto ao &e@rgtlicano. Essas
linhagens tiveram o teor deglucano diminuido de 60 para 90 dias de cultivo,
com méximo teor com 126 dias e declinio novameote 59 dias de cultivo.
As linhagens UFLA-LE4 e UFLA-LEZ2 tiveram um teor [figlucano crescente,
com maximo aos 126 dias de cultivo e declinio céddias (Figura 6).

—m— UFLA-LEI
—0— UFLA-LE2
—A—UFLA-LE3 2
124 | —%— UFLA-LE4 4 =
{ | —-®-UFLA-LE5
10d | & UFLA-LE6

14

Beta-glucano (%)

) . T ! T
60 90 120 150
Tempo (dia)

Figura 6 Teor d@-glucano para as linhagensldmtinula edodes

Lignina, celulose e hemiceluloseds cogumelos tém a capacidade de
degradar lignina usando as enzimas lignina peregidaanganés peroxidase e
lacase e 0 quanto é secretado dessas enzima® afetmto de substrato pode
ser consumido e, consequentemente, o ciclo deirrEso do cogumel67.

Neste trabalho, o substrato utilizado para o aultas linhagens deentinula
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edodestinha um maior teor de celulose (40,3%), seguigoheémicelulose
(20,7%) e lignina (20,8%). As linhagens apresentadiderentes capacidades de
consumo desses componentes do substrato (Tabdla fidhagens UFLA-LE1
e UFLA-LE3 foram as que mais consumiram celulos@éeficelulose foi mais
consumida pelas linhagens UFLA-LE1, UFLA-LE2 e UFLEG6, enquanto a
lignina foi mais eficientemente degradada pelaagém UFLA-LE5. Esse
consumo maior de lignina pela linhagem UFLA-LE5S @akr em fung¢do da

maior producao de lignina peroxidase por esta tjehra



Tabela 1 Consumo de celulose, hemicelulose e bgi#it) de diferentes linhagensldentinula edodes

Linhagem Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
UFLA-LE1 10,8+0,17 6,9+0,20 5,2+0,40°
UFLA-LE2 6,6+0,12 6,040,406 5,040,258
UFLA-LE3 11,0+0,44 3,50,40 4,0%0,20
UFLA-LE4 4,940,106 5,0+0,48 3,2+0,20
UFLA-LE5 8,9+0,5% 4,2+0,42 6,5+0,56
UFLA-LE6 5,6+0,3f 6,3+0,32 4,4+0,47

Médias seguidas das mesmas letras nas colunasfe@mdentre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5%mdbabilidade

89
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A lignina é particularmente dificii de biodegrada& reduz a
biodisponibilidade de outros constituintes da paredlular vegetal e, além
disso, a celulose ndo é, geralmente, prontamesigomivel como fonte de
carbono® Moyson e Verachtert (199%)demonstraram que a decomposicdo de
materiais lignoceluldsicos pdr. edodesé, inicialmente, associada ao teor de
hemicelulose do substrato, uma vez que a hemiselu® outros aclcares
soliveis em 4gua séo utilizados, principalmentearde a fase de crescimento
ativo, antes da quebra da lignina e da celuloséipptussis et al. (2003)
testaram trés formulagbes de substratos para @ugvlinhagens deentinula
edodes contendo concentragfes crescentes de hemiceldosibservaram
crescimento mais rapido e frutificacdo precoce lildsagens delentinula
edodesnos dois substratos com maior teor de hemicedulos

Producdo de cogumelosAs linhagens UFLA-LE4 e UFLA-LEG6 foram
as mais produtivas, enquanto as demais linhagemsamn produtividade
significativamente menor (Tabela 2). A formacédacdpa micelial marrom é de
extrema importancia para a produ¢cédo de cogumetos, ez que a formacéo da
capa precede a dos corpos de frutificacdo. Vaatmds estdo envolvidos na
formacdo da capa micelial pigmentada e, consequente, dos corpos de
frutificacdo, dentre eles, a producéo de lacasetmb®***°

Consideraveis mudancas na atividade enzimaticareoodurante a
frutificacdo, indicando a conexao na regulacdoekedvolvimento de corpos de
frutificacdo. EmAgaricus bisporus Lentinula edodesa atividade de lacase é
maior imediatamente antes da formacdo dos corpdsutiicacdo e declina
rapidamente com a formacédo de agregdtos.

O tempo de 126 dias de crescimento, periodo estecouesponde a
capa micelial marrom ja bem desenvolvida, representna etapa importante
na morfogénese de shiitake, ja que, nesse temgmhasgens, de forma geral,

tiveram um aumento nos teores flglucano, lectina e lacase. Todas as
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linhagens apresentaram um aumento da producacakele lectina de 90 dias,
gue representa o momento da inducdo da frutificag@ma 126 dias de
crescimento, que corresponde a capa pigmentadaraddentre as linhagens
estudadas, UFLA-LE4 foi uma das que apresentaraior midvidade de lacase e
lectina, com 126 dias de crescimento e também rpedaiutividade.

A linhagem UFLA-LE1, apesar de ter uma atividaddéagase maior que
a das demais linhagens com 126 dias de crescinggm@sentou um retardo na
producao de lectina, iniciando a producdo somente 126 dias de crescimento,
0 que pode ter afetado sua produtividade e feito que essa linhagem néo
fosse também uma das mais produtivas.

E importante destacar o envolvimento do teop-géucano em conjunto
com o teor de lectina na formacg&o da capa miaslgrom. E possivel observar
que, para as linhagens UFLA-LE1, UFLA-LE2, UFLA-LEBFLA-LE4 e
UFLA-LE5, o teor de3-glucano comecou baixo e aumentou de 90 para H26 di
de cultivo. A atividade de lectina também crescessa periodo. Para a
linhagem UFLA-LE6, que apresentou comportamentdintiis das demais
linhagens, enquanto o teor flgglucano comegou maior e caiu de 90 para 126
dias, 0 mesmo aconteceu com a atividade de lectina.

Foi possivel observar comportamentos distintos parduas linhagens
mais produtivas, ndo sendo possivel estabelectaregate quais séo os fatores
determinantes na formacdo da capa micelial pigrdanéa consequentemente,
dos corpos de frutificagdo. E possivel afirmar hi@e envolvimento de lectinas
no processo de formacgdo da capa, ja que houve onmrao no seu teor do
micélio para micélio pigmentado. No entanto, aittechdo é a Unica molécula
envolvida nessa formagéo.

A formagdo da capa micelial pigmentada e dos codeoButificacédo é
um evento complexo que envolve a participacdo des&nzimas, proteinas e

carboidratos.
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Mudancas na parede celular ocorreram ao longoatto @& cultivo, com
0 maior teor d@-glucano observado, para a maioria das linhagens, 126 dias
de desenvolvimento, tempo este que correspondapa €ée maturacdo da capa
micelial pigmentada.

O consumo de celulose, lignina e hemicelulose fiferehte,
dependendo da linhagem. Maior consumo de celultigaiea ndo implicou em
uma maior produtividade. O maior consumo de hemliest pode contribuir
para um crescimento micelial mais rapido e fruaigo precoce, mas ndo € um
fator determinante para se ter boa produtividadea wez que a linhagem
UFLA-LE6, que consumiu mais hemicelulose, foi un@s dnais produtivas.
Porém, a linhagem UFLA-LE4, que também foi uma dwss produtivas,

apresentou consumo menor de hemicelulose.



Tabela 2 Produtividade total e por fluxo de linhegydeLentinula edodes

Produtividade (%)

Linhagem Primeiro fluxb Segundo fluxd Terceiro fluxd Total
UFLA-LE1 2,0 1,4 2,8 6,20
UFLA-LE2 57 3,1 4,3 1371
UFLA-LE3 1,2 0,0 1,4 2,60
UFLA-LE4 17,7 6,3 2,9 2629
UFLA-LES 0,0 0,0 55 5,50
UFLA-LEG 16,2 3,0 7,0 2622

Médias seguidas das mesmas letras nas colunasfeddentre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% mbdabilidade

'36 dias de colheita de cogumelos
¥33 dias de colheita de cogumelos
¥30 dias de colheita de cogumelos

[
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ARTIGO 2

Composicao centesimal, atividade antioxidante e einzas do cogumelo

Lentinula edodes

Artigo submetido conforme normas da Revista Food Gémistry

RESUMO

Os cogumelos sdo valorizados por suas propriedadgiionais e
terapéuticas, tornando-se atraentes como alimemcichal e como fonte de
compostos bioativos. Os objetivos foram determineomposicao centesimal, a
atividade antioxidante e o teor de lectina de lsgigens dé.entinula edodes
determinar a atividade das enzimas lacase e ta®sjngue, se presentes nos
corpos de frutificacdo apds a colheita, podem émftiar a senescéncia do
cogumelo. As linhagens UFLA-LE2, UFLA-LE4 e UFLA-BEpresentaram os
maiores teores de proteina bruta (30,71+0,82%:;320,83% e 30,53+1,30%,
respectivamente) e cinzas (5,49+0,23%; 5,31+0,22% 5,62+0,03%,
respectivamente); UFLA-LE1, o maior teor de lipisld8,14+0,14%); UFLA-
LE6, o maior teor de fibras (16,40+0,20%) e UFLAH,E0 maior teor de
carboidratos (66,59+0,90%). A linhagem UFLA-LE4 egentou maior atividade
antioxidante (53,0+0,1%). As linhagens UFLA-LE3 EUALE6 apresentaram
maior atividade de lectina (32 UH 50 f)LA atividade de lacase foi maior para
a linhagem UFLA-LE6 (13,78+0,62 U Ry N&o foi detectada atividade de
tirosinase em nenhuma linhagem. Como a linhagemA:IFE4 apresentou
maior atividade antioxidante, a linhagem UFLA-LEZesentou maior teor de
proteinas e cinzas e menor teor de lipideos ehagem UFLA-LE6 se destacou
guanto a maioria dos pardmetros nutricionais, dateé de lectina e maior
produtividade em cogumelos, elas podem ser sekdéanpara futuros trabalhos
de melhoramento genético.

Palavras-chave: Shiitake. Enzimas. Lectina. Conggognutricional.
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ABSTRACT

The mushrooms are prized for their nutritional atiterapeutic
properties become attractive as a functional faoutdl @ a bioactive compounds
source. The objectives were determine the centésiomposition, antioxidant
activity and lectin content of six straind.entinula edodes and determine the
activity of tyrosinase and laccase enzymes, wischresent in fruiting bodies
after harvesting may influence the mushroom’s smame. The strains UFLA-
LE2, UFLA-LE4 and UFLA-LE6 showed higher crude miot (30.71+0.82%;
29.63+0.83% and 30.53+1.30%, respectively) and a&h49+0.23%;
5.31%+0.22% and 5.62+0.03%, respectively); UFLA-LEigher lipid content
(3.14+0.14%); UFLA-LEG6 higher fiber content (16.4020%) and UFLA-LES
higher carbohydrate content (66.59+0.90%). TheirsttdFLA-LE4 showed
higher antioxidant activity (53.0+0.1%). The stildFLA-LE3 and UFLA-LE6
showed greater lectin activity (32 UH 50 ))LThe laccase activity was higher
for the strain UFLA-LE6 (13.78+0.62 U Ky It was not detected tyrosinase
activity in any strain. As the strain UFLA-LE4 sheav higher antioxidant
activity; the strain UFLA-LE2 showed higher conteft protein and ash and
lower lipid content; and the strain UFLA-LEG6 stoodt as the most nutritional
parameters, lectin activity and higher productivitymushrooms, these strains
can be selected for future breeding projects.

Keywords: Shiitake. Enzymes. Lectin. Nutritionahgmosition.
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1. Introducéo

Os cogumelos comestiveis sdo excelentes alimeniespqdem ser
incorporados a dietas balanceadas devido ao baotode lipideos, as poucas
calorias e ao alto teor de fibra alimentar e de pmmstos funcionais (Brene,
2010). Nos ultimos anos, aumentou o interessegaglde humana, e a nutricdo e
a prevengdo de doengas tém aumentado a demandeodssmidores por
alimentos funcionais.

Na verdade, os cogumelos tém se tornado atraeotes alimento
funcional e como uma fonte de compostos bioativigirig, Cui, Cheung &
Wang 2007). Numerosas moléculas sintetizadas mrmeelos sédo conhecidas
por serem bioativas, incluindo polissacarideos;oglioteinas, terpendides e
lectinas (Santos-Neves et al. 2008).

A quantidade de cogumelos consumida aumentou graerde, devido
ao continuo desenvolvimento no cultivo, na colheita pdés-colheita, no
processamento e nos tratamentos de armazenamente, facilita 0 consumo
ao longo do ano. Além das propriedades nutriciofi2asros, Baptista, Correia,
Morais & Ferreira 2007), foi apontado que o0s codomeapresentam
propriedades medicinais, tais como anti-inflamari antitumorais,
antibacterianas e antioxidantes (Barros, BaptiStmyeia, Morais & Ferreira
2007; Chen, Wang & Wu 2009; Dore et al. 2007; Raetial. 2007; Garcia-
Lafuente et al. 2010). Além disso, eles exibem peolades antialérgicas,
hipoglicemiante, hematoldgicas e estao envolvidosezapia imunomoduladora
(Guillamoén et al. 2010).

Lentinula edodegBerk.) Pegler, também conhecido como shiitakené
dos cogumelos mais consumidos no mundo, pois tepripdades nutricionais.

O shiitake tem atividade antitumoral e hipocoledtniante, bem como acgéo
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antimicrobiana e antioxidante (Kitzberger, SmaniaRkedrosa & Ferreira 2007).
O cogumelo shiitake é altamente nutritivo, com asixalorias e quantidades
elevadas de vitaminas, proteinas e minerais, eécordlguns elementos
essenciais para a nutricdo humana, como calciaecdbsforo, manganés,
magnésio e zinco (Emery 2005; Manzi & Pizzoferrati0).

O shiitake tem grande potencial de mercado. Nonamtamormalmente,
ele é comercializadin natura e seu tecido tem grande teor de agua e forte
metabolismo que favorecem a perda de agua e oeesoento, fazendo com
que o prazo de validade seja curto e o valor caalatitcninua facilmente apés a
colheita, se um procedimento adequado de armazetaméo for realizado
(Nerya, Ben-Arie, Luzzatto, Musa, Khativ & Vaya B)QJing-jun, Jian-rong,
Xiao-xiang, Lei, Tian-jia & Miao 2012).

Os objetivos, no presente trabalho, foram detenm@acomposicao
centesimal, a atividade antioxidante e o teor a@¢inea de seis linhagens de
Lentinula edodescultivadas em substrato contendo farelos e serrage
determinar a atividade das enzimas lacase e ta®sjnque podem estar
presentes nos corpos de frutificacdo apds a calhpitdendo influenciar o

escurecimento e a senescéncia do cogumelo.

2. Material e métodos

2.1. Microrganismos

Foram utilizados cogumelos de seis linhagensLeertinula edodes
(UFLA-LE1, UFLA-LE2, UFLA-LE3, UFLA-LE4, UFLA-LE5 eUFLA-LES),
cultivados em substrato axénico contendo serraggmelo de trigo, farelo de
algodéo, farelo de arroz, calcario e fuba grosgmisfa colheita, os cogumelos

foram pesados e colocados em estufa, a 60 °Cesatécpnstante. Os cogumelos
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secos foram triturados e, a seguir, foram realgataandlises de composicao
centesimal. Para as analises de atividade antiaeédicase, tirosinase e lectina

foram utilizados cogumelos frescos.

2.2. Analise da composicéo centesimal

Para a determinacao do extrato etéreo foi utilizachétodo de extracao
continua, utilizando-se como solvente o éter etili©® residuo mineral fixo
(cinzas) foi determinado pela calcinacdo da amastranufla, a 550 °C, até a
obtencéo de cinzas claras. O valor de proteina oitobtido pelo método de
micro Kjeldahl por meio da determinacdo do nitragénsando o fator de 4,38
para o célculo. A fragdo fibra foi determinada setpio método gravimétrico,
apos digestdo em meio acido. A fracdo glicidicadloida por diferenca de
100% da soma dos demais componentes (AOAC 2000).

2.3. Determinacao da atividade antioxidante pelaaté DPPH

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidarfte realizada
monitorando-se o consumo do radical livre 2,2-digspicril-hidrazil (DPPH)
pelas amostras, por meio da medida do decréscinabstarbancia de solucbes
de diferentes concentracdes. As medidas de absisbdoram feitas em
espectrofotbmetro, a 515 nm, tendo como contradegtipos o 3,5-Di-tert-butil-
4-hidroxiltolueno e o acido L-ascérbico (Brand-\Wdiths, Cuvelier & Berset
1995).

2.4. Preparo do extrato bruto proteico



83

O extrato bruto para as analises de lectina fqigmeelo de acordo com
Vetchinkina, Sokolov & Nikitina (2008), com modificdes. Os cogumelos
foram fatiados e macerados e os extratos foramapdps pela agitacdo dos
cogumelos, por 2 horas, com 20 mL de tamp&o Tris28Gnmol L* (pH 8,0),
para cada 200 mg de cogumelo. A mistura foi filrada solucdo obtida foi
utilizada nos ensaios de hemaglutinagéo.

Para as andlises de tirosinase e lacase o exwato foi preparado de
acordo com Luz, Nunes, Paes, Torres, Silva & Kag@gd2). Os cogumelos
foram fatiados e 20 g foram colocados em um Erlgem&50 mL) com 100
mL de tamp&o citrato de sédio (50 mme!, IpH 4,8) e agitados, a 150 rpm,
durante 2 horas. O extrato bruto enzimatico foidobpor filtracédo, depois da

separacdo dos residuos utilizando papel de filthoatman n. 1).

2.5. Ensaio de hemaglutinacéo

A hemaglutinacéo foi realizada para verificar aidéide de lectina. O
ensaio foi realizado por uma diluicdo serial da stnag usando o kit TOXO-HAI
Gold Analisa (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasijue contém o diluente e
uma suspensao de eritrécitos de ave 2%. A ativifl@idexpressa em termos de
titulos (UH 50 pL), o qual representa o inverso da maior diluici@m@stra
gue causou hemaglutinacédo detectavel ap6s 2 hirmnperatura ambiente
(Tsivileva, Nikitina, Garibova & Ignatov 2001).

2.6. Ensaios enziméticos
2.6.1. Tirosinase (E.C.1.14.18.1)

A atividade de tirosinase foi determinada pela dxaxidacéo de L-di-
hidroxifenilalanina (L-DOPA) 2 mmol £ em tamp&o Tris-HCI 50 mmol™L
(pH 7,5), a 37 °C, por 10 minutos. A oxidacdo da@PA para DOPA quinona
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foi medida pelo aumento da absorbancia A 475 s G700 M'cmi?)
(Pomerantz & Murthy 1974). Uma unidade de atividadeimatica foi definida
como a quantidade de enzima capaz de oxidarunol de L-di-

hidroxifenilalanina (L-DOPA) por minuto, por kg.

2.6.2. Lacase (EC 1.10.3.2)

A atividade de lacase foi determinada por métogeesofotométrico
indireto, utilizando-se 2,2-azino-bis etilbentiamel (ABTS) em mistura de
reacdo de 1 mL contendo 0.3 mL de tamp&o acetagddie 0,1 mol [* (pH
5,0), 0,1 mL de ABTS 1 mmoH_(em agua) e 0,6 mL da fonte enzimatica. A
mistura de reacao foi incubada, por 10 minutos; 2C3e a oxidacdo do ABTS
foi medida pelo aumento da absorbéncia a 420 nnswBllj Cai & Chang
1995). Uma unidade de atividade enzimatica foinigdi como a quantidade de
enzima capaz de oxidarpimol de ABST por minutogg,, = 3,6 x 10 mol* L

cm™), por kg.

2.7. Estatistica

As andlises quimicas e enzimaticas foram realizadagriplicata e as
médias de cada variavel analisada foram compaesdatsticamente, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

3. Resultados e discussao
3.1. Composic¢édo centesimal

A composigdo quimica variou entre as linhagend efginula edodes
(Tabela 1). Os maiores teores de umidade foransept@dos pelas linhagens
UFLA-LE3 e UFLA-LE4 e a linhagem UFLA-LES5 foi a qagresentou o0 menor
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teor. A vida util curta dos cogumelos € atribuidaatto teor de 4gua que eles
contém. O teor de umidade varia entre a espédeglanelo, sendo bentinula
edodeso que tem menor teor de umidade, comparado Agarmicus bisporus
Pleurotus ostreatysPleurotus eryngiie Flammulina velutipeqReis, Barros,
Martins & Ferreira 2012).

A linhagem UFLA-LE1 apresentou o maior teor de daus. Reis,
Barros, Martins & Ferreira (2012) determinaram d¢owanutricional de cinco
espécies de cogumelos e, dentre as espécies asallahtinula edodes
apresentou o maior teor de lipideos. No entanteop de lipideo descrito por
esses autores para esta espécie foi somente ceehgatin o teor determinado
para a linhagem UFLA-LE5. Andrade, Minhoni & Zie2ZDQ8) obtiveram teores
de lipideos de linhagens dentinula edodewvariando entre 2% e 3%. Neste
trabalho esses teores variaram entre 0,1% a 3%anku®: Godoy (2007)
descreveram um teor de lipideo phemtinula edodepréximo ao dePleurotus
ostreatuse menor que ergaricus bisporusEm cogumelos, o teor de lipideo é
muito baixo, em comparacdo com carboidratos e image(Wani, Bodha &
Wani 2010).

Quanto aos teores de proteinas e cinzas, as limhagELA-LE2,
UFLA-LE4 e UFLA-LEG6 apresentaram o0s maiores teofescinzas fornecem
uma indicagdo da riqueza da amostra em elementoerais. Os principais
constituintes nas cinzas sdo potassio e, dependéndocogumelo, fosforo,
magnésio, além do calcio, cobre, ferro e zinco l[@ubn et al. 2010). De
acordo com Carneiro et al. (2013), os teores dddgs, proteinas e cinzas sao
maiores emAgaricus blazeido que emLentinula edodesO valor de cinzas
descrito por esses autores paemtinula edode® proximo ao descrito neste
trabalho, porém, o teor de proteina encontradenfbr do que o relatado por
esses autores. Os teores de proteinas e cinzas $eraelhantes aos descritos

por Andrade, Minhoni & Zied (2008). As proteinas $@portantes constituintes
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de cogumelos que, normalmente, contém entre 19%%e & proteinas. Em
comparagcdo com outros alimentos, como arroz (7,3figo (12,7%), soja

(38,1%) e milho (9,4%) (Wani, Bodha & Wani 2010pdp-se observar que os
cogumelos sdo uma fonte proteica interessante.

A linhagem UFLA-LE5 apresentou o maior teor de oaftatos. E
possivel observar que, na composicao de todaslegkns, os carboidratos sdo
0s constituintes nutricionais mais abundantes. é@eda com Wani, Bodha &
Wani (2010), o teor de carboidratos em cogumelpeesenta a maior parte do
corpo de frutificagdo, ocorrendo entre 50% e 65% berpe seca. O teor de
carboidratos déentinula edodessegundo Furlani & Godoy (2007), € maior que
0 deAgaricus bisporusCarneiro et al. (2013) relataram um teor de ddrbto
emLentinula edodesuperior ao maximo teor descrito neste trabalho.

O teor de fibras foi maior para a linhagem UFLA-LEGrlani & Godoy
(2007) relataram um teor de fibras paentinula edodesnuito superior aos
teores relatados neste trabalho. Estes autoresamsstque o teor de fibras de
Lentinula edodesé aproximadamente igual ao encontrado PBiaurotus
ostreatuse superior ao encontrado égaricus bisporusFibras em cogumelos
compreendem, predominantemente, fibras insolGweisigua, principalmente
quitina ep-glucanas, com baixos niveis de fibras solUveisagoma (menos de
10%) (Cheung 2010).



Tabela 1 Composicao quimica (%) das linhagersedéinula edodeghase seca)

Linhagem Umidade Lipideos Proteinas Fibras Cinzas Carboidratos
UFLA-LE1 83,32+2,18 3,14+0,14 25,73+0,78 10,800,283 4,54+0,19  55,78+0,83
UFLA-LE2  84,66+1,3%° 1,83+0,08 30,71+0,82 11,93+0,28 5,49+0,28 50,040,968
UFLA-LE3  87,86+0,16" 0,10+0,08 25,85+0,11 12,67+0,28 3,74+0,24  57,65+0,28
UFLA-LE4  90,39+0,64 2,53+0,28 29,63+0,83 10,4+0,31 5,31+0,22  52,24+0,79
UFLA-LE5  70,24+0,28 0,30+0,08 21,24+0,57 8,47+0,31 3,41+0,08  66,59+0,90
UFLA-LE6  77,80+1,90 1,47+0,18 30,53+1,30 16,400,260 5,62+0,08  45,98+1,4%

Médias na coluna seguidas de letras diferentesedifentre si, pelo teste de Tukey, a 5% de pradabig
'O fator de nitrogénio usado para o célculo de pratbruta foi de 4,38

/8
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3.2. Atividade antioxidante

DPPHs sdo amplamente utilizados como substrat@sgaraliacdo da
capacidade de eliminacdo de radicais livres. O doééobaseado na reducdo da
solucdo metandlica de DP®Hna forma néo radicalar DPPH-H, na presenca de
um doador de hidrogénio antioxidante (Li, Li & Zh@007). A capacidade
antioxidante, baseada no método de sequestro decalrdidyre DPPH», foi
medida nas diferentes linhagenslamtinula edodesOs resultados mostraram
gue todas as linhagens tiveram capacidade de alp@indo radical DPRH O
efeito de eliminacdo de extratos de linhagend elginula edodeso radical
DPPHe diminuiu na ordem UFLA-LE4 > UFLA-LE2 > UFLA-LE, ELA-LE3,
UFLA-LE6 > UFLA-LES (Tabela 2). Estes resultadoslidam quelLentinula
edodestem efeito na eliminacdo de radicais livres, oja,seem atividade

antioxidante, mas esse efeito é diferente entliatzegens.

Tabela 2 Atividade antioxidante das linhagen&elgtinula edodes

Linhagem Inibicao (%)
UFLA-LE5 40,4+0,2
UFLA-LE1 45,620,2
UFLA-LE3 46,0x0,1
UFLA-LE6 46,620,2
UFLA-LE2 51,6+0,2
UFLA-LE4 53,040,

Médias na coluna seguidas de letras diferentesedifentre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade
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Kim et al. (2008) determinaram a atividade antiaxig, pelo método de
sequestro do radical livre DPBHde dez espécies de cogumelos e observaram
gue a atividade antioxidante Hentinula edodegé menor que para os cogumelos
Pleurotus ostreatysAgaricus bisporuse Agaricus blazei Segundo esses
autores, a atividade antioxidante ldentinula edodesapés 1 minuto de reacao,
foi de 20% e, apos 30 minutos, foi de 31%.

Cheung, Cheung & Ooi (2003) avaliaram a atividadesliminagcéo de
radical DPPH em extratos de cogumelos em diferentes conceesagd
informaram uma atividade antioxidante de 29% pamaentrato metandlico (9

mg/ml) deLentinula edodes
3.3. Atividade de lectina
As linhagens dd.entinula edodesapresentaram diferentes teores de

lectina (Figura 1). A linhagem UFLA-LE apresentomenor teor, enquanto as
linhagens UFLA-LE3 e UFLA-LE6 apresentaram o maéar de lectina.
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Atividade de lectina (UH 50 pL")

UFLA-LE1 UFLA-LE2 UFLA-LE3 UFLA-LE4 UFLA-LE5 UFLA-LE6

Linhagem

Figura 1 Atividade de lectina para as linhagenkatdinula edodes

Tsivileva, Nikitina, Garibova & Ignatov (2001) rédaam atividade de
lectina de linhagens deentinula edodesariando entre 4 e 128 UH 50 fike
observaram que, & medida que o corpo de frutifcficdva maduro, a atividade
de lectina diminuia.

Além da fracdo de polissacarideos, que é maisgixsEmente estudada,
proteinas bioativas constituem o segundo comporientéonal mais abundante
em cogumelos. Cogumelos produzem um grande nUmerprateinas com
atividades hiolégicas significativas, incluindo lestinas (Xu, Yan, Chen &
Zhang 2011).
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As lectinas sdo proteinas que podem se ligar adsoideatos da
superficie das células, com capacidade de prodghitinacdo de células e que
mostram varias atividades antiproliferativas e tamtorais contra células
tumorais (Zhang, Sun, Wang & Ng 2009; Zhang, Suangv& Ng 2010a). As
lectinas sdo encontradas em muitas espécies denetiyy incluindoAgaricus
bisporus Pleurotus ostreatysricholoma mongolicummAgaricus subrufescere
Grifola frondosa(Wang, Ng & Ooi 1998).

3.4. Atividade enzimatica

A enzima lacase € uma das proteinas produzidasogamelos que tém
propriedades bioativas como atividade imunomoduladaantitumoral e
antimicrobiana (Li, Zhang, Wang & Ng 2010; ZhangaMd, Zhang, Ng &
Wang 2010b). As linhagens dentinula edodegroduziram essa enzima e a

maior atividade foi detectada para a linhagem URIES- (Tabela 3).

Tabela 3 Atividade de lacase para as linhagehedgnula edodes

Linhagem Atividade de lacase (U kg)
UFLA-LE1 3,77+0,28
UFLA-LE4 10,72+0,62
UFLA-LE2 10,88+0,28
UFLA-LE5 11,33+0,2%
UFLA-LE3 11,75+0,36
UFLA-LE6 13,78+0,62

Médias na coluna seguidas de letras diferentesedifeentre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade
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Embora essa enzima apresente muitas propriedadé$idas, apos a
colheita do cogumelo, um aumento na atividade clesk pode provocar o seu
escurecimento, fazendo com que seu prazo de valiskgd reduzido e o valor
comercial diminuido facilmente, uma vez que suaré@mia torna-se
desagradavel (Ye, Li, Han, Zhang, Jiang & Xia 2012)

Nagai et al. (2003) mostraram que a atividade dask aumentou
proporcionalmente ao escurecimento do cogurhetdinula edodesindicando
0 envolvimento dessa enzima no escurecimento ghsitandesse cogumelo.

O aumento da atividade da enzima tirosinase tantbégaponsavel pelo
escurecimento pés-colheita (Sato et al. 2009). fd&detectada atividade dessa
enzima em nenhuma linhagem dentinula edodeso que pode ser explicado
pelo fato de os extratos enzimaticos terem sidpgoesios logo apés a colheita

dos cogumelos.

4. Conclusotes

A linhagem UFLA-LE6 se destacou pelo menor teoudedade, alto
teor de cinzas, proteinas, fibras e lectina. Nargnf como essa linhagem
apresentou maior atividade de lacase, ela pode®gtta a um escurecimento
mais rapido dos cogumelos.

Como a linhagem UFLA-LE4 apresentou maior ativeladtioxidante,
a linhagem UFLA-LE2 apresentou maior teor de pnatgie cinzas e menor teor
de lipideos e a linhagem UFLA-LE6 se destacou quantmaioria dos
pardmetros nutricionais e atividade de lectinaagdinhagens podem ser

selecionadas para futuros trabalhos de melhorangentético.
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