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1. RESUMO

O cultivo de cogumelos comestiveis, em subprodutos energéticos,
representa o principal exemplo da conversao direta de residuos lignocelulésicos em um artigo
com alto valor agregado, com beneficio para o género humano e uma fonte de energia
biosintética comercialmente importante. O objetivo do trabalho foi verificar a atividade de
enzimas lignoceluloliticas do Lentinula edodes crescendo em residuos agricolas, utilizando-se
trés tipos de incubacdo: meio liquido, sistema estacionério e bioreator. As linhagens LE
95/17, LE 96/22 e Leax foram incubadas em substratos compostos de casca de arroz (CA),
serragem de eucalipto (SE), bagaco de mandioca (BM) e bagago de cana-de-actcar (BC),
suplementado com 20% de farelo de arroz e 1% de CaCOs. Foram avaliados a velocidade de
crescimento miceliano e a atividade de enzimas oxidativas e hidroliticas. As linhagens em
meio de cultura liquido ndo apresentam atividades expressivas de manganés peroxidase e
lacase. SE e BC, utilizados no sistema estacionario, mostraram ser os mais eficientes para as
atividades de MnP, enquanto que para a atividade da lacase apenas SE. O sistema estacionario,
em SE, foi melhor que o bioreator para atividade de enzimas hidroliticas. O bagago de
mandioca pode ser uma alternativa viavel como substrato, ou na forma de complemento a
outros substratos, por propiciar um rapido crescimento miceliano. A lignina peroxidase néo foi

detectada em nenhum dos experimentos



LIGNOCELULOLITIC ENZYMES ACTIVITY IN Lentinula edodes GROWING IN
ENERGETIC WASTES. Botucatu, 2004. 87p. Tese (Doutorado em Agronomia/Energia na
Agricultura) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.
Author: MAGALI REGINA
Adviser: FERNANDO BROETTO

2. SUMMARY

The cultivation of mushrooms in by-products represents the main
example of the direct conversion of lignocellulosic residues in an article with high attached
value with benefit for the mankind and source of commercially important biosynthetic energy.
The aim of this work was verify the activity of the Lentinula edodes lignocellulolitic enzymes
growing in agricultural residues utilizing three kinds of incubation: liquid culture medium,
solid static state and bioreactor. The LE 17/95, LE 22/96 and Leax strains were incubated in
substrates composed of peel of rice (PR), eucalyptus sawdust (ES), cassava bagasse (CB) and
sugar cane bagasse (SB), supplemented with 20% of rice brans and 1% of CaCOs;. The
mycelium growth velocity, the oxidative and hydrolytic enzymes activity were evaluated. The
strains in liquid culture medium don’t presented expressive activities of manganese peroxidase
(MnP) and laccase. SE and BC utilized in solid static state system showed to be more efficient
to MnP activity while laccase only SE. The solid static state system was better than bioreactor
to hydrolytic enzymes activity in SE. The cassava bagasse can be a substrate alternative for

having a fast mycelium growth. The lignin peroxidase was not detected in the experiments.

Keywords: Lentinula edodes, oxidative enzymes, hydrolytic enzymes, lignocellulosic residues.



3. INTRODUGCAO

O cogumelo Lentinula edodes (BERK.) Pegler, conhecido
popularmente como shiitake, cresce como sapréfita em madeiras de arvores de copas largas e
forma corpos de frutificacdo a temperaturas baixas (15 a 20°C) e sob condicbes de alta
umidade relativa (80 a 90%). A espécie é classificada como pertencente a Classe dos
Basidiomycetes (Holobasidiomycetes), Ordem Agaricales, Familia Tricholomataceae
(Agaricaceae). Este cogumelo comestivel € o mais difundido na China e o segundo mais
consumido no mundo (ZHANXI e ZHANHUA, 1995).

O shiitake possui sabor caracteristico, acompanhado de alto valor
nutricional. Esta propriedade inclui fontes de proteina, vitaminas do complexo B e sais
minerais (COCHARAN, 1978). Além disso, possui substancias com propriedades medicinais
antimicrobianas, antitumorais e atua na reducdo do colesterol (LEATHAM, 1982). Estes
atributos promoveram, também, um aumento do seu consumo nas Ultimas décadas e ha a
expectativa de se continuar em ascensao. A producdo em 1983 era estimada em 207.000t e
em 1997 chegou a 1.573.000 t (CHANG, 1999, 2002). Segundo Royse e Sanchez-Vasques

(2003) a producao de shiitake teve um aumento sete vezes maior em 14 anos.



O cultivo de shiitake, no Brasil, tem sido conduzido quase que
exclusivamente no sistema de toras de arvores. Porém a utilizacdo de subprodutos energéticos
para este fim, tem sido uma alternativa muito procurada devido a reducéo no tempo de cultivo
e grande disponibilidade deste tipo de material. Com isso nos ultimos anos tem se intesificado
estudos sobre a utilizacdo dos residuos lignoceluldsicos entre eles bagaco de mandioca,
bagaco de cana-de-acUcar, casca de café, casca de arroz, etc.

O L. edodes pertence a um grupo do tipo fungo de podriddo branca, os
quais sdo conhecidos pela eficiente capacidade de degradagdo de compostos lignoceluldsicos
na natureza, principalmente a madeira. O sistema de degradagéo da lignina por estes fungos
tem aplicagbes potenciais no biobranqueamento (ONYSKO, 1993; REID e PAICE, 1994,
MESSNER e STREBOTNIK, 1994) e na biodegradacao de poluentes (FIELD , 1993; BARR e
AUST, 1994). Entre as enzimas extracelulares do sistema enziméatico do L. edodes estdo a
lacase e a manganés peroxidase (HATVANI e MECS, 2003).

A necessidade de estudos referentes a atividade das enzimas
lignoceluloliticas, em linhagens de L. edodes utilizadas no Brasil, relacionadas ao residuo
agroindustrial e a producdo de shiitake constitui-se uma importante linha de pesquisa, nao
somente, para compreender a atividade enzimatica do L. edodes, sob determinadas condicdes,
mas, se possivel, gerar resultados basicos para pesquisas biotecnoldgicas futuras.

O presente trabalho teve por objetivo verificar a atividade de enzimas
lignoceluloliticas de L. edodes em subprodutos energéticos e a influéncia desta interagdo em

diferentes formas de incubac&o.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os avancos nas técnicas de cultivo de shiitake conduziram a um tipo
de producdo, que diferem muito das condi¢des do seu ambiente natural (MATA e SAVOIE,
1998). A técnica conhecida como cultivo axénico é atualmente utilizada por varios produtores.
Este método baseia-se na utilizacdo de sacos plasticos de polietileno de alta densidade,
contendo substratos & base de serragem suplementada com farelos, que apo6s passarem pelo
processo de esterilizacdo, sdo inoculados com a matriz secundaria, em condicOes assépticas. A
incubagdo ocorre em recinto fechado com controle de temperatura e umidade (EIRA et al.,
1997).

A utilizacdo de outros substratos além da serragem, como 0s substratos
de subprodutos energéticos oriundos das agroindustrias, no cultivo axénico é uma alternativa
perfeitamente possivel uma vez que o micélio do shiitake é apto a crescer em uma grande
variedade de residuos lignocelul6sicos.

Nos ultimos anos tem ocorrido um interesse maior na utilizacdo
eficiente de residuos agroindustriais (PANDEY et al., 1999; ROSALES et al., 2002). Muitos

processos tém sido desenvolvidos baseados nesses materiais como substratos em bioprocessos



para producdo de proteinas isoladas, acidos organicos, etanol, cogumelos comestiveis,
enzimas e metabolitos secundarios biologicamente importantes (PANDEY et al., 1999;
MASSADEH et al., 2001; LAUFENBERG et al., 2003). O uso destes residuos agricolas em
bioprocessos pode prover substratos alternativos e além disso auxilia na resolucdo de
problemas ambientais, os quais sdo diferentemente causados por sua disposicdo (REDDY,
2003).

4.1. Degradacéo dos compostos lignocelulésicos

Os tecidos de plantas, em geral, sdo formados de celulose (polimeros
de D-glicose), hemicelulose (xilose e manose), lignina (polimero de fenil propano) outros
polissacarideos e glicoproteinas. Estes polimeros sdo dispostos em associa¢des intimas e a
mistura destes componentes em certas quantidades especificas podem influenciar no acesso a
celulose pela enzima de degradagdo microbiana (ISAAC, 1997). A quantidade dessas
substancias varia de acordo com o tipo de residuo vegetal. Em madeira, por exemplo
(dependendo do tipo) esta variacdo apresenta-se entre 35-45% de celulose, 25-40% de
hemicelulose e 20-35% de lignina. J& em palhas, a porcentagem de lignina € menor, variando
de 10-20%, o teor de celulose entre 35-45% e o de hemicelulose, entre 25-30% (BOYLE,
1998).

A habilidade em degradar os trés maiores componentes
lignocelulésicos (celulose, hemicelulose e lignina), tém sido estudado baseando-se em
diferentes linhagens de L. edodes. A degradacdo da celulose varia de 35,4 a 74,0%; de
hemicelulose, de 8,4 a 63,4%; e a lignina entre 5,3 a 62,1% (SMITH, 1977 HAARS e
HUTTERMANN, 1980; LEATHAM e STAHMANN, 1981; LEATHAM, 1985). Muitas
linhagens degradam mais prontamente a celulose que a hemicelulose ou a lignina.

A celulose é uma macromolécula presente nos vegetais composta de
microfibrilas, hidrolisavel por acdo das celulases. Neste processo, as fibras de celulose sdo
degradadas por uma série de reacGes enzimaticas, iniciadas pela enzima endo [B(1-4)

glucanase, a qual separa as ligagdes internas entre os componentes das cadeias de glucana.



Esta reagdo resulta na formagdo de cadeias isoladas de B(1-4) D-glucana. Depois deste
processo, uma segunda enzima, a f(1-4) D-glucana celobiohidrolase, degrada estas cadeias de
B(1-4) glucana (cadeias de celulose), a partir das extremidades, originando a celobiose (um
dissacarideo). Subsequentemente, a celobiose € convertida para glicose pela atividade de outra
enzima, a B(1-4) glicosidase. Desta forma a glicose é liberada das microfibrilas de celulose
tornando-se disponivel para ser absorvida pela hifa do fungo. A primeira enzima, endo (1-4)-
D glucanase, cria sitios 0s quais a segunda enzima 3 (1-4) D-glucan celobiohidrolase) possa
agir (ISAAC, 1997).

Do ponto de vista quimico a lignina é uma macromolécula constituida
de interunidades de fenilpropanoide, as quais sdo unidas por varias ligagdes covalentes.
Devido aos tipos de ligacOes e de sua heterogeneidade, a lignina ndo pode ser quebrada por
enzimas hidroliticas como a maior parte de outros polimeros naturais (celulose, amido,
proteinas) (HOFRICHTER, 2002).

No curso da evolucdo, somente um grupo de organismos, 0s
basidiomicetos, tem desenvolvido a habilidade de degradar substancialmente a lignina
mineralizando-a a dioxido de carbono (HATAKKA, 1994).

Os trés maiores grupos de enzimas de modificagdo da lignina
produzidos pelos fungos s&o lacase, manganés peroxidase (MnP) e lignina peroxidase (LiP)
(BOOMINATHAN e REDDY, 1992; HATAKKA, 1994; KIRK e FARRELL, 1987,
THURSTON, 1994). Alguns fungos da podriddo branca produzem todas essas enzimas
enquanto outros produzem somente uma ou duas delas (HATAKKA, 1994).

A habillidade de sintetizar MnP é encontrada em distintos grupos
taxonémicos de basidiomicetos (CAIRNEY e BURKE, 1998), tipicos colonizadores de
madeira das familias Meruliaceae, Coriolaceae e Polyporaceae bem como colonizadores de
solo das familias Strophariaceae e Tricholomataceae (HOFRICHTER, 2002).



4.2. Importéncia das enzimas lignocelul6sicas

4.2.1. Bioremediacéo

As enzimas de fungos tém se mostrado Uteis na degradacdo de uma
variedade de persistentes poluentes ambientais. Muitas dessas enzimas sdo extracelulares, e na
natureza provavelmente estdo envolvidas na degradacdo da madeira (MAYER e STAPLES,
2002).

Os estudos, em meio de cultura liquido, comprovoram a degradagdo
de 2,4,6-triclorofenol pelos fungos de podriddo branca Panus tigrinus e Coriolus versicolor.
Em culturas de P. Tigrinus foi catalizado predominantemente por MnP enquanto em C.
Versicolor por lacase, sugerindo que o modo de regulacdo destas enzimas foi diferente nestes
dois fungos (LEONTIEVSKY et al., 2000).

A bioremedicdo de efluentes industriais também tem sido pesquisada
utilizando fungos de podriddo branca, verificando-se a capacidade destes fungos na
descoloragéo e descontaminacao de efluentes. As enzimas encontradas, nestes casos, foram em
grande parte representadas pela presenca de lacase, MnP e LiP confirmando, mais uma vez, o
potencial dessas enzimas (MAYER e STAPLES, 2002).

4.2.2. Biodegradacao de residuos lignocelul6sicos

Os fungos degradam compostos de varios materiais, retirando entre
outros elementos, carbono, nitrogénio, enxofre, necessarios para o seu crescimento, através da
acdo de enzimas secretadas durante o seu processo de desenvolvimento. Tal capacidade,
credencia estes fungos como ferramentas na reciclagem de subprodutos energéticos, oriundos
de diferentes atividades agroindustriais (GRIFFIN, 1994).

O cultivo de cogumelos comestiveis, em residuos lignocelulésicos,
representa o principal exemplo da conversdo direta de residuos de baixo grau, em um artigo
com alto valor agregado com beneficio para o homem e uma fonte produtora de metabdlitos
comercialmente importantes (BUSWELL e CHANG, 1993).



O custo de producéo e a baixa produtividadade dessas enzimas s&o 0s
maiores problemas da aplicacdo industrial. Embora, tem sido feitas investigacfes na
habilidade de linhagens de microrganismos na hidrélise de celulose e hemicelulose em
substratos de baixo custo (KANG et al., 2004).

A madeira e outros materiais lignoceluldsicos destacam-se como
fontes renovaveis para a industria de papéis, alimentos, substancias quimicas e combustiveis.
Em funcdo da sua importancia, houve aumento nas pesquisas com énfase nos processos de
degradacdo de lignina por fungos (BOOMINATHAN e REDDY, 1992; KIRK e FARRELL,
1987). Dentre estes estudos destacam-se 0s processos degradativos da lignina por intermédio
dos fungos Phanerochaete chrysosporium e Trametes versicolor (GOLD et al., 1988; GOLD
& ALIC, 1993). Recentemente porém, houve aumento do interesse destas enzimas, com
ampliacdo no namero de fungos relacionados a podriddo branca, inclusive L. edodes. Estes
estudos incluem desde a biologia comparativa até pesquisas sobre os sistemas de degradacao
da lignina para uso em varias aplicacdes biotecnoldgicas (D'SOUZA et al., 1996;
HATAKKA, 1994; ORTH et al., 1993; PELAEZ et al., 1995).

Rossi (1999) verificou que o bagaco de cana-de-agucar necessita ser
suplementado com outras fontes de carbono. No cultivo axénico do shiitake, quando a fonte
utilizada foi o farelo de arroz, o autor observou alta velocidade de crescimento miceliano.

As principais caracteristicas fisico-quimicas do bagaco de cana-de-
aclcar foram descritas por Burgi (1985) como sendo: 100 a 150Kg/m® de densidade e 48,21%
de matéria seca. A materia seca compde-se de: 1,86% de proteina bruta, 45,09% de fibra bruta,
48,06% de extrativo ndo nitrogenado, 2,26% de extrato etéreo e 2,73% de matéria mineral.
Dentro da fracdo fibra bruta, predomina a celulose com 44,69%, a hemicelulose com 22,91% e
a lignina com 14,89%.

O bagaco de mandioca é exemplo de outro residuo fibroso que pode
ser degradado facilmente por microrganismos, sem a necessidade de pré tratamentos
(PANDEY , 2000). Neste sentido, muitos estudos tém sido realizados com este residuo como
substrato na producdo de alimentos (BARBOSA, 1995; BEUX e SOCCOL, 1996), &cidos
organicos (SHANKARANAND e LONSANE, 1994; VANDENBERGHE, 1999; HANG e
WOODAMS, 1998) e enzimas (CARTA etal., 1997).
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Os processos que envolvem o cultivo de microrganismos em bagaco
de mandioca podem ser classificados dentro de dois grupos: processos baseados em
fermentacdo liquida e fermentagdo em estado solido (FES). A maior parte dos trabalhos tem
sido em relacdo ao sistema FES (SOCCOL, 1996). A maior capacidade de retencdo de agua
(85-90 %) também conirma ser um substrato ideal para os processos FES. O processo de
fermentacdo submersa (FSm) raramente tem sido utilizada devido a razdes de custo e
beneficio.

Com relagcdo a sua composi¢do fisico-quimica tém-se: 9,03 % de
umidade; 1,26 % de proteina; 0,24 % de lipideos; 12,61 % de fibras; 1,70 % de cinzas e
75,16 % de carboidratos (BEUX e SOCCOL, 1996). A quantidade de amido, em relacdo ao
peso seco, é cerca de 50 % (CARTA, 1999).

Na comparagdo entre o bagaco de cana-de-aclcar € o bagaco de
mandioca, no cultivo de shiitake, a mistura de 80% de bagaco de mandioca com 20% de
bagaco de cana-de-aglcar foi considerado o melhor resultado (BEUX e SOCCOL, 1996).
Barbosa et al. (1995) confirmaram o potencial de utilizagdo do baga¢co de mandioca no cultivo
do shiitake e de outros fungos comestiveis.

As principais caracterisicas da casca de arroz, segundo Soccol (1996)
sdo: proteinas 2,06%, fibras 46,16%, cinzas 12,38%, carboidratos 25,82%, lipideos 5,78%.

Leatham e Kirk (1983) cultivaram L. edodes e Pleurotus ostreatus em
palha de milho (frascos cdnicos) os quais mostraram diferentes taxas de crescimento. Apés
uma semana, o substrato foi totalmente colonizado pelo micélio de L. edodes, sendo que P.
ostreatus precisou de duas semanas para cobrir o substrato. Observou-se que na cultura de L.
edodes houve uma reducgéo de cerca de 20% da lignina apos 11 dias, chegando-se a 43% ap0s
7 semanas de cultivo, estes resultados confirmam que L. edodes é um degradador seletivo de

lignina.
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4.2.3. Industrial

Muitos trabalhos tém sido direcionados a desenvolver linhagens
microbianas mais produtivas enquanto outros se preocupam em aperfeicoar 0s processos de
fermentacdo (ESTERBAUER et al., 1991; HALTRICH et al., 1996).

Entre vérios tipos de materiais de biomassa, a lignoceluldsica tem sido
vista como promissora devido a sua abundancia, seu baixo custo e sua enorme viabilidade
potencial. A fermentacdo no estado solido (FES) oferece vantagens sobre a fermentacdo
liquida, ou submersa, (SmF). Muitas publica¢des informam da viabilidade de producdo de
enzimas de importancia industrial, tal como protease, celulase, ligninase, xilanase, pectinase,
amilase, glucoamilase, etc e varios subprodutos agricolas tem sido utilizados com sucesso em
FES (PANDEY et al., 1999).

4.3. Condicbes para a producdo enzimatica

O desenvolvimento da habilidade ligninolitica requer condicGes
nutricionais e culturais, incluindo substrato metabolizavel, altos niveis de oxigénio, um limite
de nitrogénio e varias outras condicdes de cultivo (KIRK e FARRELL, 1987; BUSWELL,
1991). Além disso, os tipos e quantidades de enzimas, que podem ser produzidas para a
transformacdo de alguns constituintes ligninosos em formas absorviveis, sdo atualmente
definidos pelo gendtipo especifico do fungo associado a adaptacdo a um determinado substrato
de crescimento (SHEARER, 1995).

Alguns autores confirmaram o papel do carbono e do nitrogénio na
ativacdo do sistema lignolitico (KIRK e FARREL, 1987; REID, 1979) em fungos da podriddo
branca. Posteriormente, verificou-se o papel essencial exercido pelo manganés na producgéo da
LiP e da MnP por estes fungos (KERN, 1989; BONNARME e JEFFRIES, 1990; BROWN et
al., 1990).
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4.4. Relacdo enzimas e residuos agroindustriais

O L. edodes tem sido cultivado com outros materiais, misturados, ou
ndo, com serragem. Entre estes, incluem-se palhas, sabugos de milho triturados e outros
residuos agroindustriais como o0 bagaco de cana de acglUcar (PRZYBYLOWICZ e
DONOGHUE, 1988). A escolha de um ou mais residuos depende, dentre outros fatores, de sua
disponibilidade na regido (EIRA e MINHONI, 1996), como também do clima, ambiente,
cultura da populacdo e do tipo de natureza da tecnologia regional (RAJARATHNAM e
BANO, 1992).

Alguns trabalhos apontam a auséncia da LiP, em L. edodes, conforme
0 meio de cultivo (KAAL et al., 1995; ORTH et al., 1993; MASAPHY e LEVANON, 1992;
WALDNER et al., 1988). Porém proteinas fracionadas de fluidos extracelulares de L. edodes
mostraram atividade positiva da LiP (MISHRA & LEATHAM, 1990). Conseqlientemente, a
auséncia comumente observada da atividade de LiP ndo significa, necessariamente, que este
fungo ndo possa produzi-la.

Quando cultivado em serragem de eucalipto suplementado com farelo
de aveia, 0 shiitake obteve um crescimento muito rapido nos primeiros 90 dias (LEATHAM,
1985). Neste periodo, o autor relatou perda de peso com o acimulo de glicosamina (analisado
apos hidrdlise acida). Foram feitas certas correlagfes entre as atividades de enzimas com o
padrdo de degradacdo do meio, com o crescimento ou com o desenvolvimento. Ainda neste
estudo, verificou-se a atividade de enzimas dos sistemas celuloliticos, hemicelulases,
lignolitico, (glico-) amilase, pectinase, acido protease, enzimas de degradacdo da parede
celular, acido fosfatase e lacase.

Conforme Kalberer (1995), a hidrolise enzimatica de celulose e
hemicelulose libera moléculas menores e sollveis em agua, como oligo, di e monossacarideos.
A andlise da fase aquosa do substrato fornece informacao sobre os nutrientes (qualitativa e
quantitativa) imediatamente disponiveis ao micélio.

Alguns autores determinaram a atividade enzimatica, em relacdo a
diversas fases do cultivo de shiitake e outros fungos, em diferentes substratos. Okeke et al.
(1994), observaram dois picos maximos de atividade da lacase. Um deles durante o

crescimento miceliano e outro no momento do choque frio usado na inducéo da frutificacdo. O
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padrdo de atividade da LAC, em toras de madeiras, foram previamente descritas como
complexas (LEATHAM, 1985). O bagaco de cana-de-aglcar mostrou ser o melhor
suplemento na producéo da lacase para Phlebia fascicularia seguido da palha de trigo e da de
arroz (ARORA e GILL, 2000).

Segundo Mata e Savoie (1998), a atividade da MnP aumentou durante
o crescimento miceliano em palha de trigo e ficou inativo durante o periodo de aparecimento
dos primordios. Kaal et al. (1995), observaram que a atividade desta enzima teve um estimulo
pelos altos niveis de peptona-N em L. edodes e nos demais fungos testados. Com linhagens
que possuiam baixa ou média capacidade de degradacédo de lignina (40 %) e alta de celulose
(60 %) observou-se uma frutificacdo mais rapida comparando-se as linhagens com alta
degradacéo da lignina (50 %) (CHANG et al., 1995).

Segundo Kang et al. (2004), em experimento com palha de arroz e
farelo de trigo na producao de celulase e hemicelulase, verificaram que a palha de arroz
utilizada sem ser misturada com farelo de trigo se constituiu num 6timo substrato de atividade
de xylanase (5070 Ul g*) e FPase (19.0 Ul g%).

No trabalho de Reddy et al. (2003) os niveis de atividade de
endocelulase (CMCase) e exocelulase (FPase) foram muito baixos, para duas espécies de
Pleurotus cultivados em substratos a base de folha e pseudocaule de bananeira. Buswell et al.
(1993) também reportaram que nenhuma atividade foi detectada em sobrenadantes de cultura
de P. sajor-caju e L. edodes crescidos em celulose cristalina e durante seu cultivo em
serragem de madeira.

Ohga e Royse (2001) verificaram que a expressao genética da lacase e
da celulase em L. edodes, estdo diretamente correlacionadas com nivel mensurado de atividade
de enzima extracelular e producao biosintética de enzimas. As atividades da lacase e celulase
foram estudadas durante o crescimento e frutificacdo, em serragem de cedro (Quercus
acutissima) suplementado com farelo de arroz. A lacase teve um rapido declinio durante o
stress fisiologico, provocado pelo o abaixamento da temperatura, enquanto a celulase teve sua
atividade aumentada, condicdo que permaneceu durante o periodo de frutificacao.

Lacase é uma enzima extracelular a qual atividade parece estar
regulada a associa¢do com a morfogénesi e muitas vezes com o desenvolvimento de corpos de
frutificacdo (PHILIPS e LEONARD, 1976; WOOD, 1984).
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4.5. Bioreatores

Segundo Bellon-Maurel et al. (2003), nos ultimos 30 anos, a
fermentacdo no estado solido tem sido estudada em laboratorio e em escala piloto, em um
grande numero de aplicagbes como silagem, biomassa e producdo metabolica usando
substratos organicos e suportes inertes. Os principais parametros a serem medidos e
controlados em processo de fermentacdo no estado solido sdo: temperatura, aeracao
homogénea, pH e contetdo de agua.

Os bioreatores existem em uma grande variedade e complexidade de
modelos devido aos problemas originados para se monitorar e controlar fatores ambientais,
biomassa e/ou producdo metabodlica da fermentacdo em estado sélido (BELLON-MAUREL et
al., 2003). Estes reatores ou bioreatores conhecidos como drum bioreactor (RDR), possuem
um tambor cilindrico horizontal, ou inclinado, e a agitacdo é feita por um sistema de rotacdo
no eixo central, ou por pas dentro do tambor. As condi¢bes possibilitam: fermentagédo
asséptica, mistura suave, possivel automatizacdo, baixa remogdo de calor (HAN e
ANDERSON, 1975; HESSELTINE, 1977; LONSANE et al., 1985)

No Brasil, as pesquisas com as linhagens utilizadas para o cultivo do
L. edodes tem gerado resultados importantes para o processo de producdo e aumento de
produtividade. Porém a forte relacdo existente entre o substrato e a atividade enzimatica,
expressa geneticamente, define a importancia de se pesquisar de forma mais profunda a
atividade enzimatica do L. edodes relacionada as vérias fases do seu desenvolvimento sobre
diferentes substratos.

A possibilidade de uso dos residuos agroindustriais como substrato
para cultivo de cogumelos € uma atraente opcdo. Porém faz-se necessario pesquisas que
possam garantir a exeqlibilidade de sua utilizagdo. Neste sentido, estudos direcionados a
degradacdo, pelo L. edodes, poderdo contribuir na compreensdo do seu sistema enzimatico, o

qual exerce funcao primordial no seu desenvolvimento.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Obtencéo das linhagens de L. edodes

As linhagens LE 95/17 (L17), LE 96/22 (L22) e Leax de L. edodes
foram fornecidas pela Micoteca do Modulo de Cogumelos do Departamento de Producéo

Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP - Campus de Botucatu, So Paulo.

5.2. Obtencao dos residuos agroindustriais
Os residuos agroindustriais utilizados durante 0s experimentos tiveram
as seguintes procedéncia:
e Bagaco de cana-de-acucar - fornecido pela Usina de Aculcar de Barra
Bonita — S&o Paulo;
e Bagaco de mandioca - do Centro de Estudos de Raizes Tropicais da

Unesp /Botucatu, Séo Paulo;
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e Casca de arroz - da beneficiadora de arroz da Fazenda Lageado da
Unesp /Botucatu, S&o Paulo.

e Serragem de eucalipto - foi utilizado do Dipartimento de Agrobiologia e
Agrochimica - Universita Degli Studi Della Tuscia (Viterbo — Italia),

oriundo da producéo local.

5.3. Multiplicago das linhagens de L. edodes

Antecedendo as instalagdes dos experimentos, fez-se a inoculagdo das
linhagens em meio de cultura a base de serragem de eucalipto, garantindo assim material
suficiente para todas as fases da pesquisa.

Primeiramente, preparou-se 200g de substrato composto (matéria seca)
de, 79% de serragem de eucalipto, 20% de farelo arroz e 1% de CaCOs. Adicionou-se dgua
destilada para obtencdo da umidade a 60% e em seguida, foram autoclavados por 30 minutos a
120°C (1atm).

Depois do substrato de serragem de eucalipto ser autoclavado,
preparou-se 0 seu extrato adicionando-se 1 L de agua destilada e em seguida, colocou-se para
aquecer. Apos 20 minutos em ebulicdo, a mistura foi coada em algodédo e o extrato recebeu
10g L™ de dextrose e 15g L™ de &gar. Completou-se o volume a 1 L no Erlenmeyer e em
seguida, o extrato foi autoclavado a 120° C (1 atm), por 30minutos.

Em camara de fluxo laminar, o0 meio de cultura foi vertido em placas
de Petri e em tubos de ensaio, sendo estes Ultimos, mantidos inclinados para polimerizacéo.

Cada placa de Petri e cada tubo de ensaio foi inoculado com uma
determinada linhagem, devidamente identificado e incubado em cémara de crescimento, no

escuro, a temperatura de 25°C.
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5.4. Protocolo de preparacéo dos substratos para instalagéo dos experimentos

Os substratos foram compostos, em todas as fases experimentais, de
40% de material lignoceluldsico com umidade corrigida a 60%. Na composicdo de 40% do
material lignocelulésico adicionou-se farelo de arroz e carbonato de calcio (CaCOs),

conforme descrito abaixo:

» BM = 79% bagaco de mandioca + 20% farelo de arroz + 1%
de CaCOg3

> CA = 79% casca de arroz + 20% farelo de arroz + 1% de
CaCO;

» SE = 79% serragem de eucalipto + 20% farelo de arroz + 1%
de CaCOs

» BC = 79% bagaco de cana-de-aclcar + 20% farelo de arroz
+ 1% de CaCOs3

5.5. Determinacdo do teor de lignina e holocelulose presentes nos materiais

lignocelulosicos

As andlises dos teores de fibras nos materiais lignoceluldsicos foram

realizadas em triplicata, conforme as metodologias descritas abaixo:

5.5.1. Teor de lignina

A determinacéo de lignina foi feita conforme metodologia descrita por
Halse (1926). Primeiramente determinou-se o peso de massa seca inicial das amostras (P1).
Para isso, pesou-se 1,0 g de cada amostra em cadinhos de porcelana e os quais foram mantidos
em estufa a 105° C até atingirem peso constante (ZADRAZIL, 1985).
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Para as demais determinacOes pesou-se 1,0 g de cada uma das
amostras, as quais foram transferidas para Erlenmeyers de 250 mL; acrescentou-se 50 mL de
HCI (37%) e 5mL de H,SO4 (95-98%). Apobs reacdo por 1 h, os frascos foram mantidos em
mesa giratoria (140 rpm) por 16 h. Ao término deste procedimento, as amostras foram lavadas
com 450 mL de agua deionizada e transferidas para Erlenmeyers de 1000 mL, sendo
aquecidas e mantidas em ebulicdo durante 10 minutos. As amostras foram filtradas em 1& de
vidro (porosidade entre 40-100 um) e lavadas em agua deionizada fervente.

Apos a lavagem, as amostras foram mantidas, até peso constante, em
estufa a 105°C para determinacdo do peso seco (P,) e em seguida, em mufla a 550°C para

determinacdo do teor de cinzas (P3).

Célculo: % Lignina = PZF: P3 x 100

1

P, = peso seco inicial
P, = peso seco a 105° C

P5; = cinzas

5.5.2. Teor de holocelulose

Determinou-se os teores de holocelulose (celulose e hemicelulose)
atraves da frac@o de polissacarideos insolUveis em agua, segundo Adams e Castagne (1948). O
peso seco inicial das amostras (P;) foi obtido pesando-se 1,0 g de cada amostra em cadinhos
de porcelana e mantidos em estufa a 105° C até atingirem peso constante.

Posteriormente, foram pesados 3,0 g de cada amostra e colocados em
Erlenmeyers de 500 mL. Adicionou-se 150 mL de agua destilada e os frascos foram mantidos
em banho-maria a 75°C. Assim que a temperatura foi atingida, acrescentou-se 0,18 mL de
acido acético glacial e 4,5mL de solugdo saturada de NaClO, por frasco. Este procedimento
foi repetido por mais duas vezes a cada hora. Nos intervalos, os frascos foram agitados por

duas ou trés vezes. Decorrida uma hora apés a Ultima adicdo dos reagentes, as amostras foram
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filtradas 1a de vidro (porosidade 100-160 ) e lavadas, primeiro com agua destilada gelada e a

seguir com acetona. As amostras foram secas em estufa a 105° C para determinacgdo do peso

seco (P,) e transferidas para mufla a 550° C, para determinacdo do teor de cinzas (Ps3).

tabela 1.

P2—Ps

1

Célculo: % Holocelulose = x 100

P, = peso seco inicial
P, = peso seco a 105° C
P3; = cinzas

Os teores de fibras presentes nos substratos podem ser verificados na

Tabela 1. Percentual de lignina e holocelulose presente nos substratos

Substratos Holocelulose (%) Lignina (%)
Serragem de eucalipto 66,7 17,3
Casca de arroz 54,9 15,8
Bag. de cana-de-agUcar 72,1 9,7

Bag. de mandioca 4,2 0,9
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5.6. Determinacdo da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes durante
crescimento em meio de cultura liquido

A andlise enzimatica, durante incubagdo em meio liquido, foi realizada

através de uma fase inicial de adaptacdo em meio liquido, sendo posteriormente instalado o

experimento.

5.6.1. Adaptacédo das linhagens de L. edodes ao meio de cultura liquido

Inicialmente preparou-se cada substrato na quantidade de 100 g,
conforme protocolo descrito no item 5.3. Ap6s autoclavagem, preparou-se o extrato pela
adicdo de 500 mL de agua destilada, seguido de fervura por 20 min. Ao final, o extrato foi
coado em algod&o e armazenado para utilizacdo posterior.

O meio de cultura liquido foi preparado com o extrato coado,
adicionando-se 10 g L™ de dextrose. Transferiu-se 250 mL de cada extrato para Erlenmeyers
de 500 mL, os quais foram autoclavados a 120° C (1 atm), por 30minutos.

A inoculacéo foi feita com as linhagens mantidas em tubo de ensaio
(item 5.4). Antes deste procedimento, adicionou-se agua destilada dentro do tubo de ensaio,
cobrindo totalmente o micélio crescido, e posteriormente este foi mixado com o auxilio de um
Ultra-Turrax (IKA-Werk, Darmstadt Germania), por aproximadamente 10 segundos.

Cada Erlenmeyer com os meios liquidos de um determinado substrato
recebeu 2 mL de in6culo de uma determinada linhagem , em camara de fluxo laminar. Apés a
inoculagdo, os frascos foram mantidos em agitador com rotacdo orbital (150 rpm) e
temperaura controlada & 25°C, durante uma semana no escuro. Apés este periodo, a massa
miceliana obtida, foi utilizada como fonte de in6culo da fase seguinte.



21

5.6.2. Instalacdo do experimento em meio de cultura liquido

Para instalagdo deste experimento foram preparados novos meios de
cultura liquidos, de cada susbtrato proposto, conforme descrito em 5.6.1. Em Erlenmeyers de
500 mL, foram colocados 200 mL de meio de cultura liquido de cada substrato e autoclavados
a 120° C (1 atm) por 30 minutos.

Apos a autoclavagem, os meios liquidos foram inoculados com as
linhagens, do mesmo tratamento, ja adaptadas conforme item 5.6.1. e postos para incubar em
agitador com rotacao orbital (150 rpm), no escuro, e temperatura controlada a 25°C.

As coletas para as analises enzimaticas foram feitas aos 2, 4, 7, 11, 14,
18, 22, 25, e 28 dias ap0s a inoculagdo. Inicialmente as amostras foram coletadas em
eppendorf e centrifugadas (10.000 rpm) por 5 minutos, sendo o sobrenadante utilizado para as
analises enzimaticas.

O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualizado com

3 repeticGes num esquema fatorial 4x3.

5.6.3. Analise da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes no meio de

cultura liquido

A atividade da lacase foi determinada espectrofotometricamente
utilizando-se 2,6 dimetoxifenol (DMOP) como substrato (Slomczynsky et al., 1995). O
volume total de reacdo (1 mL) foi composto por 2 mM DMOP, em tampé&o acetato 0,1 M (pH
4.2) e 5 ul de amostra. A oxidacdo do DMOP foi seguida em cinética a 30°C, sendo a leitura
feita a 477 nm (e477= 14600 M cm™).

A atividade da manganés peroxidase (MnP) foi determinada pelo
método de Waarishi et al. (1992). O volume de reacdo (1 mL) foi composto por 0,1 mM
MnSQO,; 10 pl de amostra em tampao malonato 50 mM pH 4.5 e 75 uM de perdxido de
hidrogénio. A formacdo do complexo quelado de Mn(l11)-malonato foi seguida em cinética a

30 °C, por 1 minuto, medindo o0 aumento da absorbancia a 270 nm (€270= 11590 M*cm™).
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Para a determinacdo da lignina peroxidase (LiP), foi medido a
formacdo no tempo de veratrilaldeido (3,4 dimetoxibenzaldeido). O volume de reacdo (1 mL)
foi composto por 0.4 mM de &lcool veratril em tampédo tartarato 0,1 M pH 3.0; 0,2 mM de
peroxido de hidrogénio e volume necessario de amostra. A atividade foi seguida em cinética a
30°C, medindo absorc&o a 310 nm (€310= 9300 M cm™). Todas as determinacdes enziméaticas

foram efetuadas com 3 repeti¢des por tratamento.

5.7. Velocidade média de crescimento miceliano de L. edodes em substratos solidos

Para a determinacdo da velocidade média de crescimento miceliano
em substratos solidos, preparou-se inicialmente um “pré-indculo” possibilitando a adaptacéo
do micélio aos diferentes substratos. Apos este procedimento instalou-se o experimento para a

devida coleta de dados.

5.7.1. Adaptacdo das linhagens aos substratos solidos

Amostras de 150 g de substrato foram preparados conforme protocolo
descrito no item 5.4 e colocados em frascos de vidros; seguindo autoclavagem de 120°C
(1atm) por 30 minutos. Apds a autoclavagem, os susbtratos foram inoculados, em camara de
fluxo laminar, com as linhagens oriundas das placas de Petri (item 5.3), identificados e

colocados em camara climatizada a 25°C, no escuro, para o crescimento.
5.7.2. Instalacdo do experimento em substratos sélidos
Para a instalacdo deste experimento, primeiramente, realizou-se a

uniformizacao dos materiais lignocelulésicos. Para este procedimento, os diferentes substratos

foram triturados em moinho com peneira de 1mm de didmetro.
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Apos a operacdo de uniformizagdo, preparou-se 0s substratos
conforme protocolo descrito no item 5.4. Com o auxilio de um funil, 40 g do material foi
transferido para tubo de ensaio com 2,8 cm de diametro e 19,8 cm de comprimento.

Os tubos foram fechados com chumaco de algod&o, cobertos com uma
folha de papel comum e, por cima, uma folha de papel do tipo laminado. Depois foram
autoclavados por 30 min. a 120° C (1 atm).

Apos o resfriamento, os tubos foram inoculados com as linhagens
oriundas do mesmo tratamento de adaptacdo (item 5.7.1) e devidamente identificados. Duas
retas foram tracadas no sentido longitudinal dos tubos, do inicio ao fim do substrato, para a
coleta de dados. Ao término destas operagdes os tubos foram postos para incubar, no escuro,
em camara climatizada a 25° C.

A partir do terceiro dia de incubagdo, o crescimento miceliano foi
acompanhado fazendo-se uma marca na extremidade do micélio em dois pontos distintos do
tubo, diariamente, ou a intervalos de 2 a 4 dias, até a completa colonizacéo do substrato.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado,

com 3 repeticdes, em esquema fatorial de 4x3.

5.8. Determinacdo da atividade de enzimas oxidativas e hidroliticas de L. edodes

durante crescimento em sistema estacionario

O experimento de incubacdo em sistema estacionario foi realizado com

0s substratos no estado solido e sem movimentacé&o.

5.8.1. Instalacdo do experimento em sistema estacionario

Foram pesados 25 g de cada tipo de substrato conforme protocolo
(item 5.4), transferidos para Erlenmeyers de 250 mL e esterilizados em autoclave a
temperatura de 120°C (1atm) por 30 minutos. Para a inoculagéo utilizou-se o indculo liquido
preparado com as linhagens, previamente multiplicadas em tubo de ensaio (item 5.3), mixadas

conforme no item 5.6.1. Cada Erlenmeyer foi inoculado com 3mL de in6culo liquido, de uma
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linhagem do mesmo tratamento, e fechado com tampdo de algod&o. Em seguida, foram
ligeiramente misturados com uma movimentagdo circular do Erlenmeyer, uma Unica vez, e
mantidos em camara de incubacdo, no escuro, com temperatura controlada a 25 °C.

A atividade de enzimas lignoceluloliticas foi determinada aos 8, 11,
14, 17 e 20 dias ap6s a incubacdo, sendo instalado em triplicata para cada dia de observacao.
O modelo experimental utilizado foi o inteiramente casualizado num esquema fatorial 4x3.

Para 0 processo de extracdo das enzimas, na datas determinadas,
adicionou-se aos Erlenmeyers, 80mL de solugdo tampéo acetato de sdédio 50 mM, pH 5.0, os
quais foram mantidos em agitador com rotag&o orbital (50 rpm) por 1 hora.

A suspensdo obtida foi filtrada (40-100um) e o extrato recolhido foi
utilizado para determinagéo da atividade enzimética. O substrato, apos a extracdo, foi seco em

estufa a 105° C até peso constante, para determinacao do seu peso seco.

5.8.2. Analise da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes durante

crescimento em sistema estacionario.

As andlises de lacase, MnP e LiP foram realizadas conforme descrito

em 5.6.3

5.8.3. Analise da atividade de enzimas hidroliticas de L. edodes durante

crescimento em sistema estacionario

As andlises das enzimas hidroliticas foram feitas conforme método
modificado de Nelson ( ROBIT et.al, 1968).
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5.8.3.1. Preparo das solucdes

Solucdo A: Misturou-se a 1 L de agua destila 25 g de Na,COj3 anidro,
25 g de tartarato de NaK . 4H,0, 20 g de NaHCOj3 anidro, 200 g Na,SO, anidro. A solucéo

foi mantida a temperatura de 37 °C, em agitacdo, para evitar precipitacéo.

Solucéo B: 30 g de CuSO4 em 200 mL de agua destilada com 1 mL de
H»SO,4 concentrado.

Solucéo C: 25 g de molibidato de amonio em solugdo de 450 mL de
agua destilada mais 21 mL de H,SO, concentrado. Misturou-se a esta solugdo, 3g de arseniato
de sodio em 25 mL de agua destilada e ajustou-se o volume final a 500 mL com &gua

destilada. O reagente foi aquecido a temperatura de 55 °C por 30minutos.

Solucdo D: Esta solugdo foi preparada, misturando-se 20 mL da
solucdo A com 0,8 mL de solugéo B.

5.8.3.2. Fase | — Valor intrinseco da concentracdo de agucares redutores

Nesta fase determinou-se o valor intrinseco da concentracdo de
acucares redutores nas amostras. Em tubos de ensaio, reagiu-se 20 uL de amostra com 980 uL
de agua destilada, apds adicdo de 1 mL de solugdo D (item 5.8.3.1), pela incubacédo da solucéo
por 20 min. a 100 °C. Apds 5 min. de resfriamento, adicionou-se 1 mL da solucdo C seguido
de 15 segundos de agitacdo em vortex, finalizando-se com a adicdo de 20 mL de &gua
destilada. Apos a homogeinizagdo da solugdo efetuou-se a leitura em espectrofotbmetro a
520 nm.

Para os tubos em branco, misturou-se 1mL de agua destilada e 1mL de

solucédo D e fetuou-se 0 mesmo procedimento para a determinacéo do valor intrinseco.
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5.8.3.3. Fase Il — Substratos enzimaticos

Os substratos enzimaticos foram preparados em tampdo acetato

50 mM a pH 5.0, conforme segue-se:

» Xilano - para a atividade de endo-1,4-B-xilanase (xilanase, EC 3.2.1.8): 0,25 g de
xilano em 100 mL de tampéo acetato.

» Amido soluvel - para atividade de a-amilase (amilase): 0,5 g em 100 mL de
tampéao acetato

» Carboximetil celulose - para a atividade de endo-1,4-B-glucanase (carboximetil
celulase, CMCase, EC 3.2.1.4): 1 g em 100 mL de tampéo acetato

» Celulose microcristalina - para a atividade de exo-1,4-B-glucanase (FPase, EC
3.2.1.91): 0,5 g em 100 mL de tamp&o acetato

» Pectina - para a atividade de pectinase: 0,24 g em 100 mL de tampdo acetato +
0,12 M NaCl + 6mM EDTA

A reacdo ocorreu com a adicdo de 1980 pL de substrato mais 20 uL de
amostra. Colocou-se a solugéo para incubar por 10 min. a 37 °C e em seguida, para paralisar a
reacao, os tubos permaneceram por 5 min. a 100 °C. Retirou-se 1,5 mL do mix de reacao e
colocou-se em eppendorf para ser centrifugado, a 14.000 rpm, por 2minutos. Apds a
centrifugacdo, pipetou-se 1 mL do sobrenadante o qual foi transferido para tubo de ensaio.
Adicionou-se 1 mL da solucdo D (item 5.8.3.1) e incubou-se a solugdo 100 °C por 20 minutos.
Ao término da incubacdo e resfriamento, adicionou-se 1 mL de solu¢do C (item 5.8.3.1); a
mistura foi homogeinizada por 15 segundos em vortex e acrescentou-se 20 mL de agua

destilada. Efetuou-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 520 nm.
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5.8.3.4. Determinacao da atividade de enzimas hidroliticas

A equacdo obtida para determinacdo da atividade de enzimas

hidroliticas com base na reta padréo foi a seguinte:
> CugmL " = [(Abs amostra — Abs branco) — 0,0049] / 0,002 x fator de diluig&o

> UlmL! = (CugimL — valor intrinseco) / peso molecular do substrato / minutos de

incubag&o (10 min.)

5.9. Determinacéo da atividade de enzimas oxidativas e hidroliticas de L. edodes em

serragem de eucalipto durante crescimento em bioreator

5.9.1. Preparo do inéculo das linhagens de L. edodes

O in6culo liguido foi preparado utilizando-se 500 mL de SE para cada
tratamento, de acordo com o método descrito em 5.6.1, e colocado para incubar em agitador

com rotacdo orbital (150 rpm) e temperaura controlada a 25 °C.

5.9.2. Instalacédo do experimento em bioreator

Preparou-se o substrato SE conforme protocolo (item 5.4) na
quantidade de 6,396 Kg para cada tratamento. Depois de devidamente misturado, o substrato
foi transferido para um reator do tipo batelada giratorio, conhecido como rotatory drum
reactor (RDR) (Figura 1), com volume de 20 L, e autoclavado a 120 °C (1 atm) por 1h e 30

min. Apds o resfriamento, cada reator recebeu 300 mL de in6culo de cada linhagem (item
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5.9.1). Para cada linhagem, foram instalados experimentos em triplicata, num delineamento
iteiramente casualizado.

A incubacéo foi conduzida nos reatores, os quais foram programados
para realizarem 4 rotacdes.dia®. Cada movimentacdo foi de 1/6 do reator (total de 24
movimentacdes dia®) com velocidade de 55 cm s* A fase gasosa foi monitorada por
analisador paramagnético de oxigénio e por um detector a infra-vermelho de didxido de
carbono (Modelo Beckman 860, Reino Unido). A concentragdo de CO, foi mantida constante
a 3% e a temperatura a 25 °C.

Amostras de 25 g, de cada reator, foram retiradas aos 8, 11, 14, 17 e 20
dias apds a incubacdo. A extracdo enzimatica foi realizada da mesma forma como descrita

para o experimento em sistema estacionario (item 5.8.1).

Figura 1. Bioreator instalado com o experimento de atividade enzimética do L. edodes
durante crescimento em serragem de eucalipto.
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5.9.3. Andlise da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes em bioreator

As andlises de lacase, MnP e LiP foram realizadas conforme descrito
em 5.6.3.

5.9.4. Analises das enzimas hidroliticas em linhagens de L. edodes em bioreator

As analises das enzimas hidroliticas foram efetuadas conforme descrito
em 5.8.3.

5.10. Analise Estatistica

A metodologia estatistica utilizada para avaliar os experimentos seguiu
um modelo de regressao ndo linear. Para a comparacdo dos parametros foi feita a analise de
variancia ndo paramétrica com aplicagdo do teste de Kruskal-Wallis. Nos casos em que houve
diferenca significativa foi aplicado o teste de Student-Newman-Kills (SNK) ao nivel de 5 %
de significancia.

Os resultados estatisticos encontrados foram apresentados em forma

tabelas e colocados como apéndice.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Determinacdo da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes durante

crescimento em meio de cultura liquido

Nos ensaios realizados, detectou-se atividade da MnP e lacase em
cultura liquida de L. edodes. No entanto, para 0 mesmo experimento, a enzima LiP ndo
apresentou atividade detectavel.

Estes resultados concordam com os observados por Kaal et al. (1995);
Orth et al. (1993); Masaphy e Levanon (1992); Waldner et al. (1988); Leatham & Stahmann
(1981)

Entretanto, Mishra e Leatham (1990) encontraram atividade positiva
da LiP em proteinas fracionadas de fluidos extracelulares de L. edodes.

Embora ndo tenha sido detectada atividade de LiP no presente
experimento, ndo de pode descartar completamente a sua auséncia, pois sao varios os fatores
que contribuem para a ativacdo do sistema lignocelulolitico como condic¢Bes nutricionais e
culturais, substrato metabolizavel, altos niveis de oxigénio, limite de nitrogénio e varias outras
condicOes de cultivo (KIRK e FARRELL, 1987; BUSWELL, 1991).
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Além disso, os tipos e quantidades de enzimas sdo tambem definidos
pelo gendtipo especifico do fungo associado a adaptacdo a um determinado substrato de
crescimento (SHEARER, 1995).

6.1.1. Atividade de enzimas oxidativas em meio de cultura liquido a base de

serragem de eucalipto

As linhagens Leax e L22 apresentaram dois pontos méaximos de
producdo de MnP, sendo um deles coincidentes com a atividade maxima de lacase (Figura 2)
(Tabela 2, em anexo). Enquanto L17 apresentou apenas um ponto de atividade maxima
coincidente para as duas enzimas.

Verificou-se que apenas a partir do 11° dia as linhagens produziram
maior atividade lacase e MnP. Até o final de incubacdo a atividade das duas enzimas
apresentou diferenga significativa de atividade, exceto no 18° dia entre Leax e L17 na
atividade lacésica e entre L17 e L22 na atividade de MnP. No 28° dia ndo ocorreu diferenga
estatistica de atividade, tanto de lacase e quanto de MnP, entre L17 e L22.

Em serragem, as linhagens estudadas mostraram as atividades
enzimaticas concentradas, principalmente, no tempo médio do periodo de incubacdo. No final
da incubacdo, no 28° dia, ocorreu a diminui¢édo da atividade da lacase e da MnP. Exceto para
Leax que terminou com atividade de lacase com 0,015 Ul mL™ significativamente maior que
L17 e L22.
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Figura 2. Atividades de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em meio de cultura liquido a base de
serragem de eucalipto. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).

6.1.2. Atividade de enzimas oxidativas em meio de cultura liquido a base de

bagaco de cana-de-agucar

No meio liquido BC (Figura 3) (Tabela 3, em anexo), ao contrario de
SE as linhagens apresentaram atividade lacésica durante os primeiros dias de incubacéo

Leax apresentou baixa atividade de lacase durante a incubagéo e L22
apresentou atividade méxima 14° dia e 18° dia sem diferenca significativa e L17 no 11°
(0,011 Ul mL™) e 14° dia (0,013 Ul mL™) também sem diferenca significativa, entre eles.

Durante os primeiros dias de incubacdo em BC, houve baixa atividade
de MnP para L22 e L17, sem diferenca significativa e Leax ndo apresentou atividade. L17

teve sua atividade maxima no 11° dia de MnP (0,447 Ul mL™) correspondente & atividade
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méxima de lacase no 11°. Apds o 11° dia a atividade de MnP dimnuiu e permaneceu até final
da incubacdo com baixa atividade.

A linhagem L22 também atingiu atividade mé&xima para MnP no 14°
dia (0,400 Ul mL™) o que acompanhou a atividade maxima observada para lacase. Apds esse
ponto, a atividade de MnP diminuiu até o final de incubacgéo e terminou sem atividade.

Leax apresentou atividade de MnP a partir do 14° dia chegando a um
valor maximo de atividade no 22° dia ( 0,425 Ul mL™) seguido de diminuicdo até o final da

incubag&o, porém com valor significativamente superior a L17 e L22 no 28° dia.
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Figura 3. Atividades de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em meio de cultura liquido a base de bagaco
de cana-de-acgUcar. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).
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6.1.3. Atividade de enzimas oxidativas em meio de cultura liquido a base de

casca de arroz

A atividade lacasica ndo apresentou diferenca estatistica entre as
linhagens durante os primeiros dias de incuba¢do no meio de cultura liquido CA (Figura 4)
(Tabela 4, em anexo). L22 apresentou atividade maxima de lacase no 22° dia (0,023 Ul mL™)
e Leax no 25° dia (0,024 Ul mL™).

As linhagens apresentaram atividade maxima de MnP no dia 22°,
sendo que L22 atingiu a maior atividade (0,944 Ul mL™), seguido de Leax (0,6093 Ul mL™) e
depois L17 (0,123 Ul mL™). Todas as linhagens tiveram diminuicdo de atividade apds o 22°
dia

Em L22 a atividade méxima de lacase e MnP foram correspondentes,
ao contrario das demais testadas. Apenas L22 apresentou atividade de MnP no final da
incubacdo (0,298 Ul mL™)
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Figura 4. Atividades de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em meio de cultura liquido a base de casca
de arroz. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).

6.1.4. Atividade de enzimas oxidativas em meio de cultura liquido a base de
bagaco de mandioca

Neste meio de cultura observou-se as maiores atividades das duas
enzimas estudadas. Verificou-se que para L17 a partir do 7° dia iniciou-se a producéo de
lacase e MnP (Figura 5) (Tabela 5, em anexo). L22 iniciou a atividade lacasica no 14° dia e
Leax no 18° dia.

A partir do 14° dia, em L17, a atividade de lacase foi constantemente
alta sem diferencas significativas, exceto nos dias 18 e 28 em que houve dimiuicdo
significativa de atividade. L17 apresentou as maiores atividades de lacase em compara¢do com
as demais linhagens.
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A atividade de MnP teve sua atividade mé&xima para L17 no dia 25,
enquanto L22 no 14° dia e Leax no 22° dia.

Todas as linhagens mostraram diminuicdo de atividade da MnP no
final da incubacdo, exceto L22 que apresentou atividade constante do 22° ao 28° dia,

finalizando o periodo de incubacdo com atividade superior as demais linhagens.
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Figura 5. Atividades de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em meio de cultura liquido a base de bagaco
de mandioca. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).
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Considerando os diferentes tipos de meio de cultura liquido, verificou-
se que as atividades enzimaticas apresentaram niveis diferenciados dependendo da linhagem
analisada. No meio liquido SE a atividade de lacase e MnP foi mais expressiva em Leax;
enquanto que no meio BC tanto lacase quanto MnP foram mais ativas em L22. No meio CA,
L22 e Leax tiveram a melhor atividade de lacase e L22 foi a linhagem que teve mais atividade
de MnP, j& em BM a atividade de lacase e MnP foi melhor expressa por L17.

Todas as linhagens apresentaram atividades de MnP superiores as de
lacase durante praticamente todo o periodo de incubacéo.

Hatvani e Mécs (2001) quando pesquisaram a atividade enzimatica em
L. edodes crescendo em residuo de malte, sob diferentes formas de incubagdo, enontraram no
meio liquido, baixos valores de lacase em relagdo a MnP. A maior atividade de lacase foi ao
30° dia de incubagdo com aproximadamente 100 U.L™ e para MnP também ao 30° dia de
incubacdo com aproximadamente 1400 U L™.

Resultados semelhantes foram reportados por Kaal et al. (1995) ao
analisarem a atividade de enzimas lignoliticas de fungos da podriddo branca crescendo em
meio liquido. Os autores concluiram que o L. edodes além de produzir maior atividade de
MnP em relacdo a lacase, foi também o que superou os outros fungos.

Quando comparado com outras formas de incubagéo, a cultura em
meio liquido apresenta valores de atividade enzimatica normalmente baixos. Neste tipo de
meio, algumas enzimas sdo principalmente encontradas em atividade na parede celular do
micélio, enquanto que em substrato sélido, se encontram mais no substrato de crescimento e
em menor atividade na parede celular (IWASHITA, 1998; HASHIMOTO et al., 1999).

Além disso, o efeito negativo do processo de agitacdo (estresse
mecanico) tem sido documentado como inibidor da producdo de peroxidases (BONNARME
et al., 1993; VENKATADRI e IRVINE, 1990) e lacases (YOSHIAMA e ITO, 1994; HESS et
al., 2002) em fungos.
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6.2. Velocidade média de crescimento miceliano das linhagens de L. edodes em
substratos solidos

Verificou-se que as linhagens apresentaram diferenca estatistica na
velocidade média de crescimento miceliano (Figura 6) dentro dos diferentes substratos, exceto
para BM e BC em que as velocidades médias ndo tiveram diferenca estatistica entre as
linhagens. Em SE, observou-se velocidades médias inferiores a L17 em comparacao as outras
duas linhagens. No substrato CA, Leax (0,61 cm dia™) apresentou velocidade média
estatiticamente superior em relagdo a L17 e L22.

Para o efeito dos substratos dentro de cada linhagem, verificou-se que
em L17 o substrato BM propiciou velocidade média significativamente maior em relagdo aos
demais substratos, enquanto CA e BC ndo apresentaram diferenca estatistica e foram
superiores a SE. Na linhagem L22, também o substrato BM teve velocidade significativamente
supeior aos demais 0s substratos,0s quais ndo apresentaram diferenca estatisca entre eles. Em
Leax os substratos BM e CA tiveram velocidades médias de crescimento estatisticamente

superiores a SE e BC.
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Figura 6. Velocidade média de L17, L22 e Leax incubadas em tubo de ensaio nos diversos
susbtratos.

*Letras mailsculas: Para cada linhagem, substratos representados pela média seguida de
mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significAncia pelo teste de
Student-Newman-Kills. Letras minUsculas: Para cada substrato, linhagens representadas pela
média seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeti¢des.

L17 teve uma baixa velocidade média de crescimento miceliano no
substrato SE (0,33 cm dia'), em comparagdo com a velocidade nos demais substratos. A baixa
velocidade média de L17 provavelmente foi devida a alta porcentagem de holocelulose e
lignina de 66,7 e 17,3%, respectivamente, conforme mostra a Tabela 1 (item 5.5)

Leax colonizou SE e BC com baixa velocidade média de crescimento
miceliano, sem diferenca significativa entre eles (0,42 cm dia' e 0,38 cm dia?,
respectivamente). No substrato BC a quantidade de lignina (Tabela 1, item 5.5) ndo chega a
ser tdo grande quanto em serragem porém o teor de holocelulose (72,1 %) é maior que em

serragem.
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Possivelmente, ocorreu uma sensivel resposta de cada linhagem quanto
aos teores de fibras existentes no substratos. Com foi observado em L22 n&o houve diferenca
significativa entre os susbtratos SE, CA e BC.

Em pesquisa realizada sobre crescimento miceliano, em tubo de
ensaio, de duas linahagens de L. edodes inoculadas em palha de trigo, sabugo de milho e
serragem de carvalho, Philippoussis et al. (2003) verificaram que as duas linhagens exibiram
taxas de crescimento superiores em serragem de caravalho, enquanto que em sabugo de milho
foram as menores.

No entanto, Beux e Soccol (1996), verificaram que o bagaco de
mandioca e farelo de milho foram excelentes substratos para a colonizagcdo do L. edodes
comparando-se com farelo de soja, bagaco de cana-de-agUcar, farelo de trigo, casca de café e
casca de arroz.

Segundo Leatham (1986), o micélio L. edodes quando inoculado em
substratos artificialmente preparados, degrada preferencialmente os sacarideos e 0s
polissacarideos, sendo considerado como um fungo moderadamente lignocelul6sico. Entre os
monossacarideos a preferéncia € pela a glicose; e entre os polissacarideos pelo amido (BEUX
e SOCCOL, 1996). O tipo de substrato parece ter influéncia na resposta do aumento do nivel

de aproveitamento dos nutrientes existentes (ROYSE, 2004)

6.3. Determinacdo da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes durante

crescimento em sistema estacionario

Nas analises realizadas, detectou-se atividade da MnP e lacase para as
linhagens estudadas nos diferentes substratos em sistema estacionario. No entanto, a enzima

LiP ndo apresentou atividade detectavel.
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6.3.1. Atividade de enzimas oxidativas de L. edodes em serragem de eucalipto

As linhagens expressaram atividade de lacase mais acentudas no 8° e
14° dia (Figura 7) (Tabela 6, anexo). Apés o 14° dia, a atividade diminuiu até o final da
incubacdo em todas as linhagens sem diferenca significativa. A maior atividade foi observada
em L17 no 8° dia de incubagdo (0,465 Ul g™).

A MnP apresentou atividade maxima tanto para L17 quanto para Leax
no 11° dia (32,229 Ul gt e 17,756 Ul g™, respectivamente). Apds este periodo ocorreu
diminuicéo significativa em sua atividade, enquanto que L22 aumentou significativamente a
atividade de MnP a partir do 14° dia até o final da incubacdo (10,862 Ul g™).

3 L22 Lac
/3 L17 Lac >
0,50 — EE Leax Lac — 35 =
il E3 —0— L22 MnP o
0,45 )
o 040 L —A— L17 MnP T30 o
- ' —6— Leax MnP =3
2 035+ ;
% 0,30 + E
& 025+ =]
S 0,20 + %
[«5) [1°)
S 015+ 3
k=] x.
S 010 ¢ =
< 005 8
0,00 c
«,
8 11 14 17 20 NI

Tempo de incubagdo (dias)

Figura 7. Atividade de Lacase e MnP de L17, L22 e Leax em serragem de eucalipto incubados em
sistema estacionario. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).

6.3.2. Atividade de enzimas oxidativas de L. edodes em bagaco de cana-de-agucar

As linhagens apresentaram atividade lacasica distintas no 8° dia de
incubacdo, sendo que Leax atingiu o maior valor de atividade (Figura 8) (Tabela 7, em anexo).

Ap0s esse periodo, ocorreu drastica queda na atividade desta enzima em todas as linhagens,
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até o fim da incubacdo, com excegéo de Leax que apresentou sua atividade maxima no 14° dia
(0,2568 UI.g™), sequido de diminuicéo até o final da incubac&o.

A atividade de MnP diminuiu ap6s o 8° dia de incubacdo, no entanto
no 14° dia voltou a aumentar atingindo atividade maxima, para as 3 linhagens. Porém Leax e
L22 ndo apresentaram diferenca significativa nesse ponto de incubagdo. Leax manteve a
atividade até o 17° e depois dimimuiu no final da incubacdo, enquanto L22 diminuiu
fortemente apds o 14° dia e chegou no 20° dia de incubacdo sem diferenca significativa com
Leax.

L17 apresentou leve diminuicdo apds o 14° dia e chegou no 20° dia

com atividade significativamente maior que as outras linhagens.

/L 22 Lac
CL17 Lac
0,50 — I Leax lac — 35
O 45 e —{— 122 MnP
' —a—L17Mp T 30

—O— Leax MnP

Atividade de Lacase (Ul g'l)

8 11 14 17 20
Tempo de incubacao (dias)

Figura 8. Atividade de Lacase e MnP de L17, L22 e Leax em bagacgo de cana-de-acUcar incubados em
sistema estacionario. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).
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6.3.3. Atividade de enzimas oxidativas de L. edodes em casca de arroz

A linhagem L17 apresentou a maior atividade de lacase no 8° dia
(0,382 Ul g™) em comparagdo com as demais. Ap6s este periodo diminuiu fortemente até o

final da incubacéo (Figura 9) (Tabela 8, em anexo). Leax iniciou a atividade a partir do 11° dia
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e permaneceu sem alteracdo até o final da incubagdo. L22 teve atividade méxima no 17° dia
(0,115 Ul g*) e diminuiu no 20° dia.

Em CA, as linhagens néo apresentaram atividades expressivas de MnP.
A atividade maxima detectada para Leax foi no 11° diae L17 no 11° e 17° dia, sem diferenca

estatistica entre eles.
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Figura 9. Atividade de Lacase e MnP de L17, L22 e Leax em casca de arroz incubados em sistema
estaciondrio. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).

6.3.4. Atividade de enzimas oxidativas de L. edodes em bagaco de mandioca

As linhagens L17 e L22 apresentaram baixa atividade de lacase em
substrato BM, enquanto Leax ndo apresentou atividade lacasica para este substrato (Figura 10)
(Tabela 9, em anexo).

A atividade de MnP em L17 teve no 8° dia de incubacéo a atividade
maxima e até o 11° dia permanceu sem diferenca significativa. No 14° dia teve diminuicdo de
atividade e no 17° dia voltou apresentar uma atividade maior. L17 terminou a incubacdo com
baixa atividade de MnP. L22 apresentou atividade apenas no inicio da incubacdo com

atividade méxima no 11° dia, apos esse periodo ndo apresentou atividade de MnP. Em Leax a
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atividade de MnP foi detectada apenas no 8° e 17° dia, sendo que nos demais pontos de coleta
néo detectou-se atividade.
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Figura 10. Atividade de Lacase e MnP de L17, L22 e Leax em bagaco mandioca incubados em
sistema estacionario. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).

Verificando-se as atividades enzimaticas das linhagens, nos diferentes
substratos, observou-se que em SE houve de um modo geral, do inicio ao fim da incubacéo,
atividade enzimatica com valores superiores em comparacdo com demais substratos. Em BC
ocorreu uma atividade consideravel de lacase no incicio da incubagdo e de MnP no tempo
médio de incubacdo, superior & encontrada em CA e BM. Nestes dois Ultimos substratos, a
atividade de lacase e de MnP foram bem reduzidas, exceto no 8° dia de incubacédo para L17,
quando a atividade de lacase apresentou atividade méaxima.

Embora em BM e em CA ndo tenham ocorrido atividades expressivas
de lacase e MnP, foi exatamente nestes susbtratos onde a velocidade média de crescimento
miceliano alcangou melhor resultado, exceto onde ndo ocorreram diferencas significativas, em
L17 e L22. A baixa velocidade média de crescimento miceliano em SE e BC associada a uma
maior atividade de enzimas oxidativas advem, provavelmente, da dificuldade em se degradar
0s compostos e fibras presentes em SE e em BC.
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Segundo Kadimaliev (2003), as mudangas na atividade lignolitica e
biosintese de lacase e peroxidase pelos fungos, durante o cultivo em estado sélido, dependem
do tipo de substrato usado.

Neste sentido, pesquisas realizadas com serragem de videira e
serragem de pinheiro como substratos, indicaram que em serragem de videira a degradacdo da
lignina foi muito maior que em serragem de pinheiro por Panus (Lentinula) tigrinus. Segundo
0 autor Kadimaliev (2003), a quantidade de substancias que restringem 0 seu crescimento
miceliano (por exemplo, resinas) e a existéncia de uma estrutura supramolecular mais
intrincada, podem ter relagdo com este resultado.

A lacase e a MnP ndo foram as principais enzimas envolvidas no
crescimento miceliano em BM e em CA. Conforme verificou Leatham (1985), compostos
como polissacarideos celulésicos e ndo celul6sicos, existentes na parede celular de palhas, séo
considerados geralmente mais disponiveis as enzimas hidrolitas do que em substratos mais
ricos em ligninas.

Verificou-se que as linhagens tiveram respostas diferentes quando
inoculadas em BM meio liquido e sistema estacionario (substrato solido). Neste
experimento, BM ndo apresentou a mesma boa performance de lacase e MnP, comparado ao
observado em meio liquido.

Provavelmente, no substrato sélido a resisténcia das fibras de BC e SE
provoquem um estimulo maior das enzimas oxidativas. Segundo Shearer (1995) os tipos e
quantidades de enzimas, que podem ser produzidas para a transformacdo de alguns
constituintes lignosos em formas absorviveis, sdo atualmente definidos pelo gendtipo

especifico do fungo associado a adaptacdo a um determinado substrato de crescimento.
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6.4. Determinacdo da atividade de enzimas hidroliticas de L. edodes durante
crescimento em sistema estacionario

6.4.1. Atividade de enzimas hidroliticas de L. edodes em serragem de eucalipto

A atividade de amilase (a-amilase), no 8° dia de incubagdo, nédo
apresentou diferenga estatistica entre as linhagens. No 17° dia, Leax apresentou maxima
atividade em relacdo a L17 e L22 (Figura 11) (Tabela 10, em anexo).

As linhagens ndo apresentaram diferenca estatistica para a atividade
enzimatica de FPase (exo-1,4-B-glucanase) até o 14° de incubacdo onde L22 apresentou maior
atividade. No 17° dia Leax apresentou atividade significativamente menor em comparagéo a
L17 e L22 que tiveram atividade estatisticamente iguais. No 20° dia, Leax teve atividade
estatisticamente igual a L17.

Xilanase (endo-1,4-B-xilanase) apresentou atividade estatisticamente
distinta entre as linhagens durante a incubagéo, com excessdo do 11° dia entre L17 e Leax; e
do 17° dia entre L17 e L22. Todas as linhagens expressaram atividade maxima no 17°dia de
incubacgdo, com o maior indice de atividade apresentado por Leax. No 20° dia de incubagéo as
linhagens apresentaram significativa diminuicdo de atividade, sendo mais acentuada para
Leax.

A atividade de CMCase (carboximetil celulase), entre as linhagens, foi
estatisticamente diferente durante todo o periodo de incubacdo, com excecdo para o 8° dia
entre Leax e L22, e no 17° dia entre L17 e Leax. Leax apresentou atividade maxima de
CMCase no 17° dia em comparacdo com as demais linhagens.

Durante a incubacdo as linhagens apresentaram uma atividade de
pectinase estatisticamente diferente durante a incubacéo, exceto no 14° em que as linhagens
apresentaram atividades sem diferenga significativa entre si. L17 iniciou com a méaxima
atividade de pectinase e apds isso diminuiu levemente, enquanto Leax teve a maxima

atividade no dia 17° dia.
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Figura 11. Atividades de enzimas hidroliticas de L17, L22 e Leax em serragem de eucalipto
durante crescimento em sistema estacionario. Barras verticais representam o desvio padréo da

média (n=3).
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6.4.2. Atividade de enzimas hidroliticas de L. edodes em bagaco de cana-de-
agucar

As maiores atividades de amilase em BC (Figura 12) (Tabela 11, em
anexo) para L17 e Leax ocorreram no inicio da incubacdo no 8°dia, sem diferenca estatistica
entre elas. A linhagem L22 teve maior atividade no 17° dia. As linhagens chegaram ao 20° dia
com atividade sem diferencga significativa.

Durante os primeiros dias de incubacgdo, a atividade de Fpase foi
significativamente maior em L17 do que nas demais linhagens, apenas no 8° dia de incubacéo
verificou-se que Leax mostrou atividade estatisticamente igual a L17. Para a linhagem L22 a
atividade méxima ocorreu no 17° dia e foi significativamente maior em relacdo a L17 e Leax,
as quais ndo apresentaram diferenca. As linhagens terminaram o periodo de incubagdo com
baixa atividade de FPase e sem diferenca estatistica.

O nivel de atividade de xilanase no 8° dia de incubacdo foi
estatisticamente igual entre L17 e Leax e superior a L22 que permaneceu com baixa atividade
até 14° dia e atingiu seu nivel méximo no 17° dia de incubagdo, sendo estatisticamente
superior as atividades de xilanase em L17 e Leax. A linhagem L17 apresentou atividade
maxima no 11° dia e estatisticamente superior a Leax e L22. As linhagens terminaram a
incubacdo com atividade de xilanase estatisticamente iguais.

As linhagens L17 e Leax mostraram atividade maxima de CMCase no
11° dia. Tanto L17 quanto Leax apds o 11° dia tiveram uma ligeira diminuicdo da atividade
até o final da incubacdo. L22 apresentou atividade maxima de CMCase no 17° dia de
incubag&o e significativamente superior a L17 e Leax.

A atividade da pectinase entre L17 e Leax, no 8° dia de incubacédo, ndo
apresentou diferenca significativa entre si, porém foi significativamente maior que L22. Tanto
L17 quanto Leax apresentram no 8° e 11° dia suas maiores atividades, enquanto L22
apresentou no 17° dia.
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Figura 12. Atividades de enzimas hidroliticas de L17, L22 e Leax em bagaco de cana-de-
acucar durante crescimento em sistema estacionario. Barras verticais representam o desvio
padrdo da média (n=3).
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6.4.3. Atividade de enzimas hidroliticas de L. edodes em casca de arroz

A atividade de amilase no 8° dia de incubacgdo foi estatisticamente
igual entre L17 e Leax e significativamente superior em comparagdo a L22. A partir do 17°
dia ndo ocorreu diferenca na atividade de amilase entre as linhagens (Figura 13) (Tabela 12,
em anexo)

As linhagens L17 e Leax iniciaram (8° dia) com atividade de FPase
estatisticamente superior a L22. No 17° e 20° dia, L17 mostrou atividade significamente maior
que Leax e L22, as quais ndo apresentaram diferenga entre si.

O nivel de atividade de xilanase no 8° dia, para L17 e Leax, foi
superior a L22, apoOs este periodo a atividade, em Leax, diminuiu fortemente. Em L17,
também ocorreu diminuicdo porém a atividade manteve-se até o 14° dia superior a Leax e
L22. A partir do 17° dia, L22 aumentou significativamente sua atividade em relacdo a L17 e
Leax.

A linhagem L22 no 8° dia expressou atividade da CMCase
significativamente superior a L17 e Leax. No 11° dia, L17 foi significativamente superior a
Leax e L22. As linhagens terminaram o periodo de incubacdo com atividades de CMCase
inferiores ao inicio da incubacao.

Verificou-se uma alta atividade de pectinase em todas as linhagens no
inico da incubacdo. A parir do 14° dia Leax teve uma atividade estatiticamente maior que L17

e L22 e permaneceu significativamente superior até o final da incubacéo.
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Figura 13. Atividades de enzimas hidroliticas de L17, L22 e Leax em casca de arroz durante
crescimento em sistema estacionario. Barras verticais representam o desvio padrdo da média

(n=3).
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6.4.4. Atividade de enzimas hidroliticas de L. edodes em baga¢o de mandioca

A atividade da amilase no 8° dia de incubacéo, para as linhagens L17 e
Leax ndo expressaram diferenca estatisca entre elas, porém foram significativamente
superiores a L22 (Figura 14) (Tabela 13, em anexo). Apo0s este ponto de observacdo as
linhagens apresentaram diminuicdo de atividade, exceto L17 que no 11° dia apresentou
aumento de atividade em relacdo a Leax e L22. Na sequéncia, L17 permaneceu com atividade
sem diferenca significativa até o final da incubagdo. Por outro lado Leax voltou a ter aumento
na atividade no 17° dia e permaneceu constante até o 20° dia. Em L22, no 20° dia de
incubacdo ocorreu aumento significativo de atividade, sendo estatisticamente igual a atividade
atingida por Leax e superior a atividade de L17.

As linhagens L17 e L22 no 8° dia de incubacal apresentaram atividade
sem diferenca significativa da FPase. L17 no 11° dia aumentou significativamente sua
atividade enquanto Leax e L22 diminuiram. No entanto, no 14° dia L17 diminuiu bruscamente
e L22 apresentou atividade superior a Leax e L17. No final da incubacdo, 20° dia, Leax
apresentou seu ponto maximo de atividade e estatisticamente superior a L17 e L22.

A atividade de xilanase até o 11° dia de incubacdo apresentou
atividade superior em L17, quando ocorreu seu ponto maximo de atividade. No 14° dia, L17
diminuiu significativamente e Leax e L22 tiveram atividades estatisticamente iguais, porém
superiores a L17. No 20° dia a atividade de xilanase em Leax foi estisticamente superior a
L17 e L22.

A linhagem L17, no inicio da incubacgdo, apresentou atividade de
CMCase superior a Leax e L22. Todas as linhagens tiveram diminuicdo significativa de
atividade no 17° dia, exceto L22 que ndo apresentou diferenca do 14° ao 17° dia. No final da
incubacdo, as linhagens tiveram atividade de CMCase sem diferenca estatistica.

A atividade de Pectinase no 8° dia de incubagdo, em Leax foi superior
a L17 e L22. No 11° dia, L17 apresentou seu ponto maximo de atividade, enquanto Leax
apresentou no final da incubacdo e L22 teve dois pontos maximos de atividade que nao

diferiram estatisticamente, no 8° e 14° dia.
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Figura 14. Atividades de enzimas hidroliticas de L17, L22 e Leax em bagaco de mandioca
durante crescimento em sistema estacionario. Barras verticais representam o desvio padréo da
média (n=3).
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De um modo geral, durante a maior parte do periodo de incubacéo, a
atividade da pectinase foi superior a atividade da amilase e esta a da xilanase. O mesmo
observou-se com relacdo as enzimas de degradacdo da celulose como a CMCase, a qual foi
superior a atividade de FPase.

Pelos valores encontrados de atividade, neste experimento, verificou-
se que as linhagens utilizaram muito mais as enzimas hidrolicas para seu crescimento do que
as enzimas oxidativas como mencionado anteriormente neste trabalho.

Resultados semelhantes foram encontrados por Reddy et al. (2003) os
quais utilizaram folha e psedocaule de bananeira, no cultivo de Pleurotus ostreatus e
Pleurotus sajor-caju, baixa atividade de FPase em relacdo & CMCase. A baixa atividade de
FPase limita a taxa a qual os fungos de podriddo branca degradam a celulose natural. Esta
acao é necessaria para a degradacdo de formas altamente ordenadas de celulose (cristalina)
onde age sinergisticamente com a atividade da enzima CMCase (MACKENZIE et al., 1984;
LEATHAM, 1985). Este padrdo de degradacdo permite a utilizacdo da lignina, sem perda de
celulose dos materiais lignocelulésicos, por alguns fungos de podriddo branca, (ANDER e
ERIKSSON, 1977). Dessa forma estes materiais, livres da lignina, podem ser uma boa fonte
para alimentacdo animal (REDDY et al., 2003).

A produgéo de celulases e hemicelulase, geralmente, varia de acordo
com a natureza do substrato usado na fermentacdo. Em experimentos conduzidos com
Aspergillus niger KK2 com casca de arroz e farelo de trigo, verificou-se que quando a casca
de arroz foi utilizada sem ser misturada com farelo de trigo obteve-se maior atividade
enzimatica para xilanase (5070 Ul.g™") e FPase (19,0 UL.g™") (KANG et al. (2004).

Sriroth et al. (2000) verificaram em seus estudos com residuos da
mandioca que a atividade da amilase esté relacionada a atividade da celulase e da pectinase.
Apobs a destruicdo da matriz fibrosa pela celulase e pectinase, os grdos de amido ficam
expostos, dessa maneira aumentando sua suscetibillidade a acdo da amilase.

Em estudo realizado sobre atividade de enzimas hidroliticas, em
cultura liquida sem movimentacdo a base de bagaco de cana-de-agucar, sabugo de milho e
palha de trigo, utilizando fungos de podridao branca, observou-se que os niveis de atividade da
xilanase, glucanase e celulase aumentaram apds 7 dias de incubacdo e diminuiram no 14° e
21° dia (final da incubagdo) (ABD EL NASSER, 1997).
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Estes resultados confirmam alguns dos resultados apresentados das
enzimas hidroliticas estudadas, no presente experimento, em que ocorreu diminuicdo da
atividade de algumas enzimas, principalmente no final da incubacéo.

A regulacdo genética da atividade da lacase e CMCase foi reportata
por Ohga e Royse (2001) durante o cultivo de L. edodes em substrato a base de serragem de
carvalho, verificando o efeito da temperatura e umidade realativa. Os autores concluiram que
0S susbtratos expostos a baixa temperatura e condi¢cbes de alta umidade, estimulou a
expressao genética em resposta aos efeitos do ambiente, aumentando a atividade da CMCase e
inibindo a da lacase. O que explica o procedimento adotado pelos produtores de shiitake para
induzir a frutificacdo.

Portanto, a atividade enzimatica esta fortemente relacionada aos
efeitos do ambiente que podem ou ndo estimular a expressdo genética de determinadas
enzimas. O perfil enzimético pode ser diferente para cada sistema de incubacdo e o nivel total
de enzima pode variar de sitema para sistema e de ciclo para ciclo (OHGA e ROYSE, 2001).

Embora a atividade de lacase, no presente trabalho, tenha diminuido no
final da incubag&o, principalmente em SE e BC, nenhuma relacdo foi encontrada entre a sua
atividade e a da CMCase. Isto porque a temperatura foi mantida constante a 25° C, conforme
as pesquisas relatadas anteriormente em que a diminuigdo da temperatura foi condigdo para o
estimulo do aumento da CMCase.

A alta atividade de pectinase observada praticamente em todos 0s
substratos e principalmente em L17 e Leax, indicam que estas sejam linhagens com potencial
de estudo para producdo desta enzima em outros susbtratos e formas de incubacdo,devido a
sua importancia em industrias de suco de frutas e téxteis, bem como varias aplicacbes

biotecnoldgicas conforme relatam Kashyap et al. (2001).
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6.5. Determinacgdo da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes em serragem de

eucalipto durante crescimento em bioreator

Nas analises realizadas, detectou-se atividade da MnP e lacase para as
linhagens estudadas durante a incubacdo em bioreator. No entanto, como nos demais
experimentos, a enzima LiP ndo apresentou também atividade detectavel.

Para a execucdo deste experimento utilizou-se apenas serragem de
eucalipto, e verificou-se comportamentos distintos na producao de lacase e MnP (Figura 15)
(Tabela 14, em anexo). A atividade de lacase em L17 apresentou niveis estatisticamente
inferiores em relacdo a Leax e L22, sendo que no 14° dia ndo foi mais detectada a sua
atividade.

Em Leax a atividade de lacase apds o 8° dia diminuiu e permaneceu
baixa até o final da incubacéo.

A atividade de MnP, em Leax, do 8° ao 11° dia apresentou valores sem
diferenca significativa e estatisticamente superiores aos de L17 e L22. No entanto, Leax no
14° dia mostrou uma forte diminuicdo de atividade e permaneceu baixa até o final da
incubacéo.

Enquanto L22 apresentou sua atividade méxima no 14° dia com
posterior declinio acentuado de atividade no 17° dia, até o final da incubacéo.

L17 no 14° dia apresentou significativa diminuicdo de atividade,
porém no 17° dia aumentou novamente sendo detectada sua atividade méxima. Como nas

demais linhagens, mostrou declinio acentuado no final da incubacéo.
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Figura 15. Atividade de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em serragem de eucalipto durante
crescimento em bioreator. Barras verticais representam o desvio padrdo da media (n=3).

A atividade de lacase em bioreator para L22 apresentou caracteristicas
semelhantes a atividade observada para o cultivo em sistema sistema estacionario, exceto para
o final da incubag&o. Para L17 esta atividade foi menor em bioreator, enquanto que para Leax
a atividade lacésica foi mais uniforme neste sistema.

Todas as linhagens tiveram apresentaram atividades de MnP,
superiores no 8° dia de incubacdo em sistema de bioreator. Atividade de Leax, em bioreator,
apos este periodo e até o final da incubacdo foi significativamente inferior. O mesmo néo foi
observado durante incubacdo em sistema estacionario

Para L22, observou-se atividade maior de MnP em Dbioreator
comparado ao sistema estacionério, exceto no final da incubagdo.

Da mesma forma que em sistema estacionério, a atividade de lacase

em bioreator foi bem inferior quando comparada com a atividade de MnP.
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Conforme relatam Bollag e Leonowicks (1984), fungos
basidiomicetos, geralmente produzem pequenas quantidades de lacase. Somado a isso, a
producéo de lacase pode ser influenciada pela concentragdo de nitrogénio no meio de cultura.
Muitas vezes, altos niveis de nitrogénio sdo requeridos para aumentar a formacdo de lacase,
conforme relatado por Gianfreda et al. (1999).

O controle de CO, e O,, em fermentacdo no estado solido para fungos
de podriddo branca, € considerado um fator que interfere na producdo de enzimas de
degradacdo da lignina, como mostram varios pesquisadores (WHITE e BODDY, 1992; REID
& SEIFERT, 1981; GIOVANNOZZI SERMANNI et al., 1996).

Referente a isso, Fenice et al. (2003) relatam em seus estudos, sobre
atividade de MnP e lacase em P. tigrinus quando incubado em bioreator do tipo RDR que a
maior atividade de lacase observada foi quando a concentracéo de CO, foi fixado a 5 %; e para

MnP quando foi fixada a 3 %.

6.6. Determinacdo da atividade de enzimas hidroliticas em linhagens de L. edodes

em serragem de eucalipto durante crescimento em bioreator

A atividade de amilase entre as linhagens durante a incubacdo em
bioreator, foi estatisticamente diferente, exceto no 14° dia em que L17 e Leax apresentaram a
mesma atividade. Observou-se que L17 expressou atividade constantemente superior em
relacdo a Leax e L22 (Figura 16) (Tabela 15, em anexo).

As linhagens tiveram a atividade de FPase distinta estatisticamente
durante a incubacdo, com excecdo do 8° dia entre Leax e L22. L17 manteve a atividade de
FPase do 8° ao 17° dia sem diferenca estatistica, diminuindo ao final.

A atividade de xilanase para L17 apresentou uma atividade constante,
sem diferenca estatistica com a atividade de Leax, até o 11° dia. L17 mostrou uma atividade
de xilanase superior a partir do 17° dia de incubacdo. L22 apresentou baixa atividade de

xilanase comparando-se a L17 e Leax, exceto no 14° dia em que ndo diferenciou-se de Leax.
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A atividade de CMCase também ocorreu com diferenca significativa
entre as linhagens, exceto no 14° e 20° dia. Leax iniciou com a maior atividade de CMCase
com relacdo a L17 e L22 e atingiu seu ponto maximo de atividade no 11° dia.

A atividade da pectinase apresentou diferenga estatistica entre as
linhagens no 14° dia. Neste ponto da incubacéo Leax apresentou sua atividade maxima e até o
permaneceu até final da incubacdo com atividades significativamente superiores a L17 e L22

Em L17, a atividade de todas as enzimas foram mais estaveis, durante
toda a incubacdo, quando incubada em bioreator do que em sistema estacionario. A pectinase e
a amilase foram as enzimas que tiveram melhores resultados para esta llinhagem. Em Leax,
CMCase apresentou, nos primeiros dias de incubagdo, atividades estatisticamente iguais a
pectinase. Durante toda a incubacdo, a atividade de CMCase foi superior a de FPase. A
pectinase, amilase e CMCase foram as enzimas de melhor atuagdo em Leax. Em L22, a
pectinase também teve uma atividade constante, seguida da atividade da amilase. FPase teve

baixissimos valores comparados com aos das demais enzimas.
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Figura 16. Atividade de enzimas hidroliticas de L17, L22 e Leax durante crescimento em

bioreator. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).
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Os resultados encontrados para a atividade de enzimas hidroliticas, em
bioreator, apresentaram diminuigdo em relag&o aos valores verificados em sistema de sistema
estacionario.

Os fatores que podem estar relacionados com essa diminuicdo da
atividade seriam possivelmente, entre outros, a taxa de aeragdo e a taxa de movimentacgéo.
Techapun et al. (2003) verificaram esse fato em estudo realizado com Streptomyces sp., sendo
incubado com taxa de movimentacdo fixa e variacdo da taxa de aeragdo. Os autores
concluiram que o aumento da taxa de aeracdo diminuiu significativamente a atividade da
xilanase. Quando a taxa de movimentacdo e aeragdo variaram, eles verificaram que ocorreu
reducdo da xilanase com as altas taxas de aeracdo e movimentacao.

A alteracdo da morfologia do fungo com a movimentagéo, neste caso,
pode ser a explicacdo para os resultados obtidos, conforme relataram alguns pesquisadores
apos realizarem analises microscéspicas em Penicillium janthinellum e Paecilomyces
sinclairii submetidos a efeitos de diferentes taxas de agitacdo (PALMA et al., 1996; CHO et
al., 2002).

No presente trabalho, cada movimentacéao realizada pelo bioreator (24
movimentacdes de Scm.s™.dia’) gerava uma desorganizacdo do micélio que, para o
restabelecimento do mesmo ao substrato, provavelmente tenha utilizado preferivelmente as
enzimas oxidativas ao invés das hidroliticas A taxa de aeracdo utilizada (3%) pode ter
contribuido também para os resultados encontrados. Possivelmente, se o periodo de incubagédo
tivesse se estendido, teria sido verificado talvez uma atividade maior das enzimas hidroliticas.

Resultados contrarios foram verificados por Abd EIl-Nasser et al.
(1997) estudando a incubacgdo de Phanerochaetae chrysosporium, em meio liquido, realizada
em sistema estacionario e sob agitacao. Os autores verificaram que, na incubagdo em agitacéo,
ocorreu leve aumento da atividade da xilanase, glucanase e celulase, quando foram utilizados
como substratos, bagaco de cana-de-agucar, espiga de milho e palha de trigo.

Ohga e Royse (2001) verificaram baixa atividade de celulase em
relacdo a de lacase durante o crescimento miceliano de L. edodes em serragem de eucalipto,
porém esta relacdo inverteu-se apds o substrato ter formado a capa miceliana e 0s primeiros

primordios aparecerem.
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Dekker et al. (2001), em seus estudos com Botryosphaeria sp.,
verificaram que a Xilanase apresentou maior atividade enzimatica, em compara¢do com
pectinase, FPase, CMCase e amilase. Verificaram também que a fonte de celulose utilizada
ndo influenciou a atividade da CMCase; e encontraram baixos indices de atividade da FPase.

Watanabe (2002) argumenta que os mecanismos moleculares que
regulam a expressao genética das enzimas durante a incubacdo em estado solido, podem ser
muito complicados. Segundo o autor, o isolamento dos genes de expressdao e mudancas no
citoesqueleto e nos mecanismos de secrecdo dos fungos filamentosos, sdo condigdes
necessarias para controlar a producao de enzimas especicas em FES.

Além disso, Fenice et al. (2003) constatataram diferentes valores de
atividade enzimatica durante incubacdo de P. tigrinus em diferentes tipos de bioreatores. Os
autores concluiram, entre outras coisas, que a forma de incubagdo altera o sistema enzimatico.

No experimento com enzimas hidroliticas, a diferenca de atividade
enzimatica foi muito mais expressiva comparando-se com 0 sistema estacionario, enquanto
que no experimento da atividade de lacase e MnP houve pontos de diferenca dependentes da
linhagem estudada e tipo de incubac&o.

Segundo Raghavarao et al. (2003), o bioreator é o cora¢do do processo
de fermentacdo em que a matéria prima, sob condi¢des adequadas, é convertida no produto
desejado. A taxa de maximizacao de formacdo e rendimento do produto dentro do bioreator é
uma parte do segredo do processo de optimizacdo da producdo. Muitos sdo os fatores que
podem afetar o desempenho de um bioreator como a quantidade de substrato, teor de umidade
no substrato, regulacdo da aeracdo e temperatura, entre outros. E ainda, o estimulo de
producdo de inibidores enzimaticos em FES é um estudo que estd em desenvolvimento.

Entre os substratos utilizados o bagaco de mandioca em relagdo a
velocidade de crescimento e atividade enzimatica, mostrou ser um residuo que ainda tem
muito a ser pesquisado tanto como susbtrato de cultivo quanto para produgdo de metabolitos.

O bagaco de mandioca pode oferecer numerosas vantagens em
comparacdo a outros residuos agricolas como casca de arroz e palha de trigo, por ser
considerado como uma rica reserva de energia solar devido a sua facil capacidade de
regeneracdao. Quando comparado com o bagaco de cana-de-agucar, oferece vantagens por ndo

requerer pré-tratamento algum e por ser facilmente degradado por microrganismos. Sua alta
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capacidade de retengdo de &gua (85-90%) faz com que o bagaco mandioca seja considerado
um substrato ideal para FES (PANDEY et al. 2000).

Beux et al. (1995) indicam o bagago de mandioca como uma tecnologia
alternativa ideal para producdo de shitiake. Em seus experimentos, os melhores resultados
foram obtidos quando 80% de bagaco de mandioca foi misturado com 20% de bagaco de
cana-de-acucar. Os autores verificaram que cerca de 77% do amido foi utilizado durante o
processo de biotransformacao.

Resultados semelhantes foram encontrados por Barbosa et al. (1995)
quando observaram que a mistura 80% de bagaco de mandioca com 20% de bagago de cana-
de-acucar promoveram uma boa produgéo de Pleurotus sajor-caju.

Um outro aspecto que embora ndo tenha sido alvo deste estudo, porém
merece ser ressaltado, € o tempo de recobrimento do substrato, pelo micélio, observado
durante o experimento desenvolvido em bioreator. Com 15 dias de incubacdo, 6,396 kg de
substrato foi uniformemente colonizado e apds ser retirado do bioreator, colocou-se o
substrato em sacos plasticos e a capa miceliana foi formada em 7 dias.

Verificou-se que a atividade enzimatica em bioreator ndo foi superior a
observada em sistema estacionario, salvando-se as exce¢des. Portanto, o rapido recobrimento
do susbtrato ndo foi devido a producdo enzimatica, mas provavelmente fatores como agitacdo
e aeracao tenham sido os responsaveis por promover em 22 dias um substrato apto a
frutificacéo.

O desenvolvimento de um bioreator mais simples, de baixo custo, com
maior capacidade utilizacdo de substrato e a selecdo de linhagens mais adaptadas a este tipo de
incubagéo poderia incrementar a producdo de cogumelo no pais. Além disso, a uniformizagéo
da producdo e 0 menor tempo de cultivo séo caracteristicas, entre outras, indispensaveis para a
comercializacdo de cogumelos

O Brasil possui uma enorme gama de subprodutos agricolas a serem
explorados cientificamente, seja para conversao destes em alimento ou para producdo de
metabolitos importantes, nos mais diversos setores da inddstria e do meio ambiente. A
caracterizacdo enzimatica das linhagens de fungos da podrid&o branca, entre eles os produtores
de cogumelos, sob determinadas condi¢fes, contribui principalmente para poder melhor

direciona-los a um fim ao qual estdo melhor destinados.
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Com os resultados apresentados, pdde-se chegar as seguintes conclusdes

» As linhagens de L. edodes L17, L22 e Leax tém atividade de MnP

superior a atividade de lacase seja qual for o tipo de incubacéo.

» A enzima lignina peroxidase ndo foi detectada como atuante no
sistema lignolitico para as linhagens L17, L22 e Leax, nas diferentes

formas de incubacéo e substratos utilizados.

> As linhagens de L. edodes estudadas, durante crescimento em meio
de cultura liquido, ndo apresentaram atividades expressivas de MnP
e lacase.

> A atividade de enzimas hidroliticas em bagaco de mandioca e casca

de arroz, em cultivo estacionario, indicou estar relacionado com a
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velocidade de crescimento miceliano nestes susbstratos. Enquanto
que em serragem e bagaco de cana-de-agUcar, concluiu-se que o
crescimento foi mais fortemente relacionado a atividade de enzimas

oxidativas.

O crescimento em serragem de eucalipto e bagaco de cana-de-
acucar, em sistema estacionario, mostrou ser o mais eficiente para a
atividade de MnP, enquanto que para a de lacase foi em serragem de

eucalipto.

A utilizacdo do bioreator pode ser indicado como sistema viavel para
inducdo da atividade de lacase para L22 e Leax e a atividade de MnP
para L17 e L22.

O cultivo no sistema estacionario em serragem de eucalipto,
possibilita atividade superior de enzimas hidroliticas do que em

bioreator.

O bagaco de mandioca pode ser uma boa alternativa de substrato, ou
como complemento a outros substratos, por propiciar um rapido

crescimento miceliano.
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Tabela 2. Comparacgéo entre as médias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e dias
de incubacdo, durante crescimento em meio de cultura liquido a base de serragem de

eucalipto.
Lacase (Ul mL™) MnP (Ul mL™)

Dias L17 L22 Leax L17 L22 Leax

2 0,000%* 0,000%  0,000"° 0,000%9 0,000 0,0007f
4 0,0008¢  0,000%¢  0,005"° 0,000%¢ 0,000 0,000
7 0,0008¢ 0,004  0,000%¢ 0,120"  0,000%f 0,000°f
11 0,011%  0,004°¢ 0,054 0,409%°  0,337°° 0,962/
14 0,025" 0,004 0,015 0,819"* 0,467 0,701%"
18 0,014”°  0,008%°  0,011" 0,194%¢ 0,146 0,559
22 0,003%  0,006"° 0,005"° 0,305%¢ 0,173 0,948
25 0,003°°  0,015% 0,0128¢ 0,051¢"  0,416%° 0,689
28 0,003%  0,005%¢ 0,015"" 0,0175"  0,025%¢ 0,485"°

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minUsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticoes.

Tabela 3. Comparacao entre as médias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e dias
de incubacdo, durante crescimento em meio de cultura liquido a base de bagaco de cana-de-

acucar.
Lacase (Ul mL™) MnP (Ul mL™?)
Dias L17 L22 Leax L17 L22 Leax
2 0,005%  0,0008¢ 0,004 0,013*4 0,016  0,000%°
4 0,003"4  0,005"¢ 0,002 0,010"Y 0,016"°  0,000%°
7 0,000%¢ 0,003 0,000% 0,000%¢ 0,017%°  0,000%°
11 0,011%%  0,000%¢ 0,000%° 0,447%% 0,000%¢  0,000%¢
14 0,013% 0,019 0,001 0,301 0,400 0,013
18 0,009%°  0,017%¢ 0,003 0,069% 0,222 0,023
22 0,006"¢  0,005"° 0,000%° 0,029°¢ 0,229%°  0,425"
25 0,005%¢  0,008*" 0,000 0,003%4 0,243  0,2317°
28 0,007°  0,004%¢ 0,000 0,003%¢ 0,000 0,126"°

*Letras mailsculas:

Para cada dia de incubacdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minGsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticoes.
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Tabela 4. Comparacdo entre as médias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e dias
de incubacdo, durante crescimento em meio de cultura liguido a base de casca de arroz.

Lacase (Ul mL™) MnP (Ul mL™)
Dias L17 L22 Leax L17 L22 Leax
2 0,005 0,004"*  0,004"° 0,013%"  0,014"¢ 0,000%
4 0,005*  0,009""  0,005"° 0,010%°  0,023" 0,000
7 0,000%°  0,005"*  0,005"° 0,006 0,025"¢ 0,000
11 0,000%°  0,001%¢  0,005"° 0,090  0,000°" 0,270%°
14 0,005"  0,001%¢  0,0028« 0,000%¢  0,000%" 0,017%°
18 0,007"%  0,002%¢  0,0028% 0,000%¢  0,000%" 0,000™
22 0,006%%  0,023* 0,000 0,123 0,944"% 0,6095
25 0,007%%  0,006%  0,024" 0,090  0,825"° 0,017
28 0,006%% 0,002 0,012"° 0,000%°  0,298"° 0,000%

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minGsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticdes.

Tabela 5. Comparacao entre as médias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e dias
de incubacdo, durante crescimento em meio de cultura liquido a base de bagaco de mandioca.

Lacase (Ul mL™) MnP (Ul mL™)

Dias L17 L22 Leax L17 L22 Leax
2 0,000%¢  0,000% 0,000 0,000%  0,000%  0,000"
4 0,000%¢  0,000% 0,000 0,000%  0,000%  0,000"
7 0,011”°  0,000%¢  0,000% 0,015 0,010%¢  0,000%¢
11 0,005"Y  0,000%¢  0,000% 0,984""  0,000%¢  0,000%°
14 0,036"®  0,006%¢ 0,000 0,959""  0,766%% 0,000
18 0,017  0,018%*  0,007"° 0,310%° 0,413 0,377°°
22 0,037 0,028%  0,010%® 0,953"" 0,671 0,575%
25 0,040%  0,026%%  0,0215 1,350%  0,649%° 0,423
28 0,027°°  0,005%¢  0,024"% 0,315% 0,611** 0,188

*Letras maiusculas:

Para cada dia de incubacdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minusculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeti¢des.
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Tabela 6. Comparacdo entre as médias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e dias

de incubacdo, durante crescimento em serragem de eucalipto em sistema estacionario.

Lacase (Ul g7 MnP (Ul g™
Dias L17 L22 Leax L17 L22 Leax
8 0,465  0,234%% 0,189 9,804"° 0,700%¢ 1,157%¢
11 0,0138¢  0,220% 0,017%¢ 32,230"% 6,206 17,757%
14 0,138°®  0,185%%  0,296"* 14,502°° 3,441% 14,899"°
17 0,040%  0,019%° 0,028"° 15,468"° 5385%° 11,2265
20 0,040 0,022  0,0026"° 6,354 10,863 8,581%

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minGsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticoes.

Tabela 7. Comparacdo entre as médias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e dias
de incubacdo, durante crescimento em bagaco de cana-de-agUcar em sistema estacionario.

Lacase (Ul g7) MnP (Ul g™
Dias L 22 L17 Leax L22 L17 Leax
8 0,095 0,1347 0,159%° 2,848 13,958""  5/131B°
11 0,0227 0,013%° 0,014%° 0,000¢ 3,54584 4,273
14 0,013%¢ 0,015%° 0,2574 20,425%  17,637%*  21,298"
17 0,000¢¢ 0,024”°  0,015% 2,908%° 11,9118 21,4477
20 0,000¢¢ 0,026"°  0,013% 5,141 9,745"° 5,8655°

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minUsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticdes.
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Tabela 8. Comparacgéo entre as médias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e dias
de incubacdo, durante crescimento em casca de arroz em sistema estacionario.

Lacase (Ul g7) MnP (Ul g™)

Dias L22 L17 Leax L22 L17 Leax
8 0,055%° 0,382 0,000 0,000 0,922”¢  0,100%¢
11 0,014%  0,204"° 0,015 0,0008¢  3545%  4273"
14 0,012% 0,025  0,013%° 0,261%  0,098“¢  3,361"°
17 0,115  0,000°®  0,013%° 1,941 3,109%  2,3545¢
20 0,027¢  0,013%¢ 0,013 1,008%°  1,246"° 1,158"

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minUsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticdes

Tabela 9. Comparacdo entre as médias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e dias

de incubacdo, durante crescimento em bagaco de mandioca em sistema estacionério.

Lacase (Ul g7) MnP (Ul g7)
Dias L22 L17 Leax L22 L17 Leax
8 0,028%® 0,046"* 0,000 0,359%° 13,810 0,189%°
11 0,013 0,014° 0,000% 4,578% 12384 0,000
14 0,014 0,014"° 0,000% 0,615"° 0,538% 0,000%
17 0,014”° 0,000%° 0,000% 0,000%°  6,008"° 0,0225
20  0,015™*° 0,000®° 0,000% 0,000"" 0,174"° 0,000™

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minusculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticdes.
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Tabela 10. Comparacdo entre as médias da atividade de enzimas hidroliticas, segundo
linhagem e dias de incubagéo, durante crescimento em serragem de eucalipto em sistema
estacionario.

Enzimas Linhagens Dias de incubacéo

8 11 14 17 20

L17 3554"°  30,39"° 40,04  38,78%%  28,91%
Amilase Leax 37,06"°  3452°°  27.46%¢ 102,00%% 12 39”

(Ul gh L22 33,50%" 15,06%¢  43,39"*  40,39%*  2320%°
L17 8,58""  10,14"°  438%  2044" 568"

Fpase Leax 12,02% 1589 331"  037%" 6,53
(Ul gh L22 558% 1,00  1958%  2135%  1,37%
L17 8,86%°  1920""  862°°  2356% 881"

Xilanase Leax 23,03% 20,91  398° 12478 0,48
(Ul gh L22 563 0,735 6,615  2736%  6,11%

L17 52,67°%  37,748° 23848  40,93% 1550
CMCase Leax 23,1589  5289”° 214689 103,56" 36,36"°
(Ul gh L22 25,035 20,90 43,08 3390 29,79%°

L17 88,56 74,35"°  5312°° 5711B¢ 4757%
Pectinase Leax 67,95%°  49705%¢  51,75”° 104,41%° 31,28
(Ul gh L22 55,02 3549%¢  5221°°  70,96%° 62,95

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.

Letras minusculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeti¢des.
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Tabela 11. Comparagdo entre as médias da atividade de enzimas hidroliticas, segundo
linhagem e dias de incubacdo, durante crescimento em bagaco de cana-de-aglcar em sistema
estacionario.

Enzimas Linhagens Dias de incubacéo
8 11 14 17 20
L17 48,669 33,364"° 20695"° 22,.841° 21,597A°
Amilase Leax 48,729"% 34261"° 21,389%¢ 31,2735 17,393*°
(Ul gh L22 33,1935 23,106%° 33,049"% 42,192"° 26,695"°

L17 19,022% 16,837°% 13,289  4,652°%¢ 2,891°°
Fpase Leax 18,935" 1,819%"  2345%°  4635%" 4276
(Ul gh L22 3,3365%° 2,783%" 4843 23574 4,706""

L17 24,609 40,214"% 10,935"° 6,177°% 3,626"
Xilanase Leax 23,739 14,748%° 0,482°® 98118 38727
(Ul gh L22 559950 2647 41118 28,288"* 5 295"

L17 41,151™ 75,863 36,704%° 13,066 12,571F¢
CMCase Leax 34,609%° 72,024”% 38,360"° 24,190%¢ 10,047
(Ul gh L22 20,380°° 20,566%¢ 38,587°" 44,197 21,711

L17 70,939%° 82,946"% 57,4365 51,4245¢ 40,303
Pectinase Leax 73,158"% 754578 47,299°° 55 4478 43 3645
(Ul gh L22 45,0395 43,314%  48,246"° 64,820"* 57,0417

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.

Letras minUsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticdes.
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Tabela 12. Comparagdo entre as médias da atividade de enzimas hidroliticas, segundo
linhagem e dias de incubacdo, durante crescimento em casca de arroz em sistema estacionario.

Enzimas Linhagens Dias de incubacéo
8 11 14 17 20
L17 54,182"% 32,503°° 28 340%¢ 25381°° 21,231°¢
Amilase Leax 57,171°% 18,634%% 40,980"° 21,373  24,002°°
(Ul gh L22 31,084%° 37,6265 38,213 22,119"° 17,581™¢
L17 27,772"% 13,479"° 7,655°° 10,404"° 4,062
FPase Leax 19,723% 0,386%¢ 56418 55025  1,806%°
(Ul gh L22 5,361°° 11,010 9,603"" 2,556%  0,563%¢
L17 33,156"% 13,643%° 8,079"° 12,970"°  6,047%¢
Xilanase Leax 27,9245 0463° 1900%° 5491°® 2,498
(Ut gh L22 7,571%  3,127% 1,689%¢ 17,9355 12,039""
L17 40,8355° 66,228 35,454°° 31,049” 25 418”9
CMCase Leax 38,644%° 5854282 39 279" 18,1995 26,7509"°
(Ul gh L22 52,339"% 20,116 28,006%° 20,293%¢ 19,0915
L17 76,3317 59,898"° 37,2905¢ 17,4208 11,320%°
Pectinase Leax 70,310%% 45,487 47,786"° 48,883"° 47,300""
(Ul gh L22 55,182%% 51,214%* 31,099%° 16,7725 7,013%

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minGsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticoes.
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Tabela 13. Comparagdo entre as médias da atividadede de enzimas hidroliticas, segundo
linhagem e dias de incubacdo, durante crescimento em bagaco de mandioca em sistema
estacionario.

Enzimas Linhagens Dias de incubacéo
8 11 14 17 20
Amilase L17 50,619°° 57,439"% 34,717°° 36,572°° 31,370"°
(Ul gh Leax 51,836"*  6,465°"  28,340%° 41,482%°  43144%
22 30,1918° 18,5218 27,6975 28,857°" 42,9665
Fpase L17 24,699"" 44302°* 8,818 15626"° 8,208
(Ul gh Leax 20,201%°  6,210%¢ 16,169 5706 37,921
L22 25,270% 26038 2330782 74445  7475%
Xilanase L17 33,796"° 49,912"% 9,010%¢ 18597°¢ 13,751B¢
(Ul gh Leax 27,495%%  3,618%¢ 20,600"" 14,831% 25184%
L22 23,808%  0,394%¢ 194737 157498 9 3475¢
L17 52,958"° 59,065 30,352 34,388°Y 43,832°¢
CMCase Leax 38,881° 43,390%% 23.6545%¢ 34,8207"° 47,892/
(Ul gh L22 46,836% 24,838%° 28,971"" 23,758%°  42966"°
L17 63,0045¢  85340"* 51,4508 48,395%¢ 72,953E°
Pectinase Leax 75,789"° 35596% 54,2208 63,953°° 130,824
(Ul gh L22 65,7965 36,208% 67,627 53,911%° 53,802

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.

Letras minUsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticdes.
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Tabela 14. Comparacdo entre as medias da atividade de lacase e MnP, segundo linhagem e
dias de incubacdo em substrato a base de serragem de eucalipto, durante crescimento em

bioreator do tipo RDR.

Lacase (Ul g7) MnP (Ul g™

Dias

L22 L17 Leax L22 L17 Leax
8 0,145 0,095% 0,135 12,9585¢ 10,219%° 22,5574
11 0,133”¢  0,049%° 0,065%° 15,0552 15,6418° 21,906™°
14 0,156"* 0,025°° 0,064%° 27,742 58665 2,409
17 0,032"¢ 0,005  0,080%° 0,497 25,048 0,450%°
20 0,075"¢ 0,000 0,040%° 0,512°% 3,395 0,726°¢

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minGsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticdes
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Tabela 15. Comparagdo entre as médias da atividade de enzimas hidroliticas, segundo
linhagem e dias de incubagdo em substrato & base de serragem de eucalipto, durante
crescimento em bioreator do tipo RDR.

Enzimas Linhagens Dias de incubacéo
8 11 14 17 20
L22 2,155%0  4276°°  4,624%° 3,077 5,138
Amilase L17 8,765"°  8,027°° 7,650"° 9,673 6,465"
(Ul gh Leax 6,259%° 57135 7545% 50228° 4438
L22 0,388%°  1247% 0,103 0,213°¢ 0,298%¢
Fpase L17 3,726 3272"% 3333 3364 2221
(Ul gh Leax 0,466%°  0,076° 0,944% 1,115 1,306
L22 0,123%¢  1237%° 2973% 0,088 0,145
Xilanase L17 4972°°  4,936"° 5887% 4,017 3,220°°
(Ul gh Leax 4,716  4589"* 28895 2888%" 1,778%
L22 0,730  0,895%¢ 4,500% 2459"° 3161°°
CMCase L17 3,301%  3,.896%% 4549 3110 2,610%
Ul g* Leax 6,856"° 10,130"* 4,528°° 4,720°° 3,2677¢
(Ulg
L22 6,2028¢ 679289 8944 75108 g 3558
Pectinase L17 77187 7,194%° 6708 7,263%° 6,798
(Ul gh Leax 8,021°° 10,188"* 12,772"* 10,369"* 11,083""

*Letras maiusculas: Para cada dia de incubagdo, linhagens representadas pela média
seguida de mesma de letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Student-Newman-Kills.
Letras minUsculas: Para cada linhagem, dias de incubacdo representados pela média
seguida de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Student-Newman-Kills. Médias referentes a 3 repeticdes
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' Trabalho extraido de tese defendida, exclusivamente, no Programa de Pds-Graduag&o em Agronomia
— Energia na Agricultura
RESUMO

O cultivo de cogumelos comestiveis, em subprodutos energéticos, representa o principal
exemplo da conversdo direta de residuos lignocelulésicos em um artigo com alto valor agregado, com
beneficio para o género humano e uma fonte de energia biosintética comercialmente importante. O
objetivo do trabalho foi verificar a atividade de enzimas oxidativas do Lentinula edodes crescendo em
meio de cultura liquido a base de residuos agricolas. As linhagens LE 95/17, LE 96/22 e Leax foram
incubadas em meio de cultura liquido a base de de casca de arroz (CA), serragem de eucalipto (SE),
bagaco de mandioca (BM) e bagaco de cana-de-aclcar (BC), suplementado com 20% de farelo de
arroz e 1% de CaCO;. Foram analisadas as enzimas oxidativas durante o periodo de crescimento. As
linhagens de L. edodes LE 95/17, LE 96/22 e Leax tém atividade de MnP superior a atividade de
lacase. As linhagens em meio de cultura liquido ndo apresentaram atividades expressivas de manganés
peroxidase e lacase A lignina peroxidase ndo foi detectada em nenhum dos experimentos.

Palavras-chave: shiitake, residuos, enzimas.

SUMMARY

OXIDATIVE ENZYMES ACTIVITY OF Lentinula edodes IN LIQUID CULTURE MEDIUM OF
ENERGETIC WASTES
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The cultivation of mushrooms in by-products represents the main example of the direct
conversion of lignocellulosic residues in an article with high attached value with benefit for the
mankind and source of commercially important biosynthetic energy. The aim of this work was verify
the activity of the Lentinula edodes oxidative enzymes growing in liquid medium of agricultural
residues. The LE 17/95, LE 22/96 and Leax strains were incubated in liquid medium composed of peel
of rice (PR), eucalyptus sawdust (ES), cassava bagasse (CB) and sugar cane bagasse (SB),
supplemented with 20% of rice brans and 1% of CaCOs. The strains LE17/95, LE 22/96 and Leax had
higher MnP activity than lacase. The oxidative enzymes were evaluated during the growth. The strains
in liquid culture medium don’t presented expressive activities of manganese peroxidase (MnP) and
laccase. The lignin peroxidase was not detected in the experiments.

Keywords: shiitake, wastes, enzymes.

9. INTRODUCAO

O cogumelo Lentinula edodes (BERK.) Pegler, conhecido popularmente como shiitake,
cresce como saprofita em madeiras de arvores de copas largas e forma corpos de frutificacdo a
temperaturas baixas (15 a 20°C) e sob condicdes de alta umidade relativa (80 a 90%). A espécie é
classificada como pertencente a Classe dos Basidiomycetes (Holobasidiomycetes), Ordem Agaricales,
Familia Tricholomataceae (Agaricaceae). Este cogumelo comestivel € o mais difundido na China e o
segundo mais consumido no mundo (ZHANXI & ZHANHUA, 1995).

O shiitake possui sabor caracteristico, acompanhado de alto valor nutricional. Esta
propriedade inclui fontes de proteina, vitaminas do complexo B e sais minerais (COCHARAN, 1978).
Além disso, possui substancias com propriedades medicinais antimicrobianas, antitumorais e atua na

reducdo do colesterol (LEATHAM, 1982). Estes atributos promoveram, também, um aumento do seu
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consumo nas Ultimas décadas e ha a expectativa de se continuar em ascensao. A producdo em 1983 era
estimada em 207.000 t e em 1997 chegou a 1.573.000 t (CHANG, 1999, 2002). Segundo Royse &
Sanchez-Vasques (2003) a producéo de shiitake teve um aumento sete vezes maior em 14 anos.

O L. edodes pertence a um grupo do tipo fungo de podriddo branca, os quais sdo conhecidos
pela eficiente capacidade de degradacdo de compostos lignoceluldsicos na natureza, principalmente a
madeira. O sistema de degradacdo da lignina por estes fungos tem aplicacBes potenciais no
biobranqueamento (ONYSKO, 1993; REID & PAICE, 1994; MESSNER & STREBOTNIK, 1994) e
na biodegradacdo de poluentes (FIELD , 1993; BARR & AUST, 1994). Entre as enzimas
extracelulares do sistema enzimatico do L. edodes estdo a lacase e a manganés peroxidase (HATVANI
& MECS, 2003).

A utilizacdo de outros substratos além da serragem, como os substratos de subprodutos
energéticos oriundos das agroindustrias, no cultivo axénico é uma alternativa perfeitamente possivel
uma vez que o micélio do shiitake é apto a crescer em uma grande variedade de residuos
lignoceluldsicos.

Nos ultimos anos tem ocorrido um interesse maior na utilizacdo eficiente de residuos
agroindustriais (PANDEY et al., 1999; ROSALES et al., 2002). Muitos processos tém sido
desenvolvidos baseados nesses materiais como substratos em bioprocessos para producédo de proteinas
isoladas, acidos organicos, etanol, cogumelos comestiveis, enzimas e metabdlitos secundarios
biologicamente importantes (PANDEY et al., 1999; MASSADEH et al., 2001; LAUFENBERG et al.,
2003). O uso destes residuos agricolas em bioprocessos pode prover substratos alternativos e além
disso auxilia na resolucdo de problemas ambientais, os quais sdo diferentemente causados por sua
disposicdo (REDDY, 2003).

As enzimas de fungos tém se mostrado Uteis na degradacdo de uma variedade de persistentes
poluentes ambientais. Muitas dessas enzimas sdo extracelulares, e na natureza provavelmente estéo

envolvidas na degradacdo da madeira (MAYER & STAPLES, 2002).
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Os estudos, em meio de cultura liquido, comprovoram a degradacgéo de 2,4,6-triclorofenol
pelos fungos de podriddo branca Panus tigrinus e Coriolus versicolor. Em culturas de P. Tigrinus foi
catalizado predominantemente por MnP enquanto em C. Versicolor por lacase, sugerindo que o modo
de regulacdo destas enzimas foi diferente nestes dois fungos (LEONTIEVSKY et al., 2000).

A bioremedicdo de efluentes industriais também tem sido pesquisada utilizando fungos de
podriddo branca, verificando-se a capacidade destes fungos na descoloracdo e descontaminacdo de
efluentes. As enzimas encontradas, nestes casos, foram em grande parte representadas pela presenca de
lacase, MnP e LiP confirmando, mais uma vez, o potencial dessas enzimas (MAYER & STAPLES,
2002).

O desenvolvimento da habilidade ligninolitica requer condicdes nutricionais e culturais,
incluindo substrato metabolizavel, altos niveis de oxigénio, um limite de nitrogénio e varias outras
condicBes de cultivo (KIRK & FARRELL, 1987; BUSWELL, 1991). Além disso, os tipos e
quantidades de enzimas, que podem ser produzidas para a transformacdo de alguns constituintes
ligninosos em formas absorviveis, sdo atualmente definidos pelo gendtipo especifico do fungo
associado a adaptacdo a um determinado substrato de crescimento (SHEARER, 1995).

A necessidade de estudos referentes a atividade das enzimas lignoceluloliticas, em linhagens
de L. edodes utilizadas no Brasil, relacionadas ao residuo agroindustrial e a producdo de shiitake
constitui-se uma importante linha de pesquisa, ndo somente, para compreender a atividade enzimatica
do L. edodes, sob determinadas condi¢cdes, mas, se possivel, gerar resultados basicos para pesquisas
biotecnoldgicas futuras.

No Brasil, as pesquisas com as linhagens utilizadas para o cultivo do L. edodes tem gerado
resultados importantes para o processo de produgdo e aumento de produtividade. Porém a forte relagéo
existente entre o substrato e a atividade enzimética, expressa geneticamente, define a importancia de se
pesquisar de forma mais profunda a atividade enzimatica do L. edodes relacionada as varias fases do

seu desenvolvimento sobre diferentes substratos.
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A possibilidade de uso dos residuos agroindustriais como substrato para cultivo de
cogumelos é uma atraente opc¢do. Porém faz-se necessario pesquisas que possam garantir a
exequibilidade de sua utilizacdo. Neste sentido, estudos direcionados & degradacdo, pelo L. edodes,
poderdo contribuir na compreensdo do seu sistema enzimatico, o qual exerce funcédo primordial no seu
desenvolvimento.

O presente trabalho teve por objetivo verificar a atividade de enzimas oxidativas de L.

edodes durante cresciemento em meio de cultura liquido a base de subprodutos energéticos .

10. MATERIAL E METODOS

10.1. Obtencao das linhagens de L. edodes
As linhagens LE 95/17 (L17), LE 96/22 (L22) e Leax de L. edodes foram fornecidas pela
Micoteca do Mdédulo de Cogumelos do Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias

Agronémicas da UNESP - Campus de Botucatu, Sdo Paulo.

10.2. Obtencao dos residuos agroindustriais
Os residuos agroindustriais utilizados durante os experimentos tiveram as seguintes
procedéncia:
» Bagaco de cana-de-aclcar - fornecido pela Usina de Aclcar de Barra Bonita — Séo
Paulo;

» Bagago de mandioca - do Centro de Estudos de Raizes Tropicais da Unesp /Botucatu,
Séo Paulo;

» Casca de arroz - da beneficiadora de arroz da Fazenda Lageado da Unesp /Botucatu,
Séo Paulo.

» Serragem de eucalipto - foi utilizado do Dipartimento de Agrobiologia e Agrochimica -
Universita Degli Studi Della Tuscia (Viterbo — Italia), oriundo da producéo local.
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10.3. Multiplicacéo das linhagens de L. edodes

Antecedendo as instalagfes dos experimentos, fez-se a inoculacdo das linhagens em meio de
cultura a base de serragem de eucalipto, garantindo assim material suficiente para todas as fases da
pesquisa.

Primeiramente, preparou-se 200g de substrato composto (matéria seca) de, 79% de serragem
de eucalipto, 20% de farelo arroz e 1% de CaCO3. Adicionou-se &gua destilada para obtencdo da
umidade a 60% e em seguida, foram autoclavados por 30 minutos a 120°C (1atm).

Depois do substrato de serragem de eucalipto ser autoclavado, preparou-se 0 seu extrato
adicionando-se 1 L de agua destilada e em seguida, colocou-se para aquecer. Apés 20 minutos em
ebulicdo, a mistura foi coada em algoddo e o extrato recebeu 10g L™ de dextrose e 15g L™ de &gar.
Completou-se 0 volume a 1 L no Erlenmeyer e em seguida, o0 extrato foi autoclavado a 120° C (1
atm), por 30minutos.

Em cémara de fluxo Iaminar, o meio de cultura foi vertido em placas de Petri e em tubos de
ensaio, sendo estes Ultimos, mantidos inclinados para polimerizacao.

Cada placa de Petri e cada tubo de ensaio foi inoculado com uma determinada linhagem,

devidamente identificado e incubado em camara de crescimento, no escuro, a temperatura de 25°C.

10.4. Protocolo de preparacéo dos substratos para instalacdo dos experimentos
Os substratos foram compostos, em todas as fases experimentais, de 40% de material
lignoceluldsico com umidade corrigida a 60%. Na composicdo de 40% do material lignocelulésico
adicionou-se farelo de arroz e carbonato de célcio (CaCOs), conforme descrito abaixo:
» BM =79% bagaco de mandioca + 20% farelo de arroz + 1% de CaCOs
» CA =79% casca de arroz + 20% farelo de arroz + 1% de CaCO;

» SE =79% serragem de eucalipto + 20% farelo de arroz + 1% de CaCO;
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» BC =79% bagaco de cana-de-agucar + 20% farelo de arroz + 1% de CaCO;

10.5. Determinacdo da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes durante
crescimento em meio de cultura liquido
A analise enzimatica, durante incubacdo em meio liquido, foi realizada através de uma fase

inicial de adaptacdo em meio liquido, sendo posteriormente instalado o experimento.

10.5.1. Adaptacdo das linhagens de L. edodes ao meio de cultura liquido

Inicialmente preparou-se cada substrato na quantidade de 100 g, conforme protocolo
descrito no item 2.4. Ap6s autoclavagem, preparou-se o extrato pela adicdo de 500 mL de agua
destilada, seguido de fervura por 20 min. Ao final, o extrato foi coado em algod&o e armazenado para
utilizagdo posterior.

O meio de cultura liquido foi preparado com o extrato coado, adicionando-se 10 g L™ de
dextrose. Transferiu-se 250 mL de cada extrato para Erlenmeyers de 500 mL, os quais foram
autoclavados a 120° C (1 atm), por 30minutos.

A inoculagdo foi feita com as linhagens mantidas em tubo de ensaio (item 2.3). Antes deste
procedimento, adicionou-se agua destilada dentro do tubo de ensaio, cobrindo totalmente o micélio
crescido, e posteriormente este foi mixado com o auxilio de um Ultra-Turrax (IKA-Werk, Darmstadt
Germania), por aproximadamente 10 segundos.

Cada Erlenmeyer com os meios liquidos de um determinado substrato recebeu 2 mL de
inoculo de uma determinada linhagem , em camara de fluxo laminar. Ap6s a inoculacéo, os frascos
foram mantidos em agitador com rotacdo orbital (150 rpm) e temperaura controlada a 25°C, durante
uma semana no escuro. Apds este periodo, a massa miceliana obtida, foi utilizada como fonte de

inéculo da fase seguinte.
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10.5.2. Instalacdo do experimento em meio de cultura liquido

Para instalacdo deste experimento foram preparados novos meios de cultura liquidos, de cada
susbtrato proposto, conforme descrito em 2.5.1. Em Erlenmeyers de 500 mL, foram colocados 200 mL
de meio de cultura liquido de cada substrato e autoclavados a 120° C (1 atm) por 30 minutos.

Apos a autoclavagem, os meios liquidos foram inoculados com as linhagens, do mesmo
tratamento, ja adaptadas conforme item 2.5.1. e postos para incubar em agitador com rotacdo orbital
(150 rpm), no escuro, e temperatura controlada a 25°C.

As coletas para as analises enzimaticas foram feitas aos 2, 4, 7, 11, 14, 18, 22, 25, e 28 dias
apos a inoculacdo. Inicialmente as amostras foram coletadas em eppendorf e centrifugadas (10.000
rpm) por 5 minutos, sendo o sobrenadante utilizado para as analises enzimaticas.

O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualizado com 3 repeticdes num

esquema fatorial 4x3.

10.5.3. Anélise da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes no meio de cultura
liquido

A atividade da lacase foi determinada espectrofotometricamente utilizando-se 2,6

dimetoxifenol (DMOP) como substrato (Slomczynsky et al., 1995). O volume total de reacdo (1 mL)

foi composto por 2 mM DMOP, em tampdo acetato 0,1 M (pH 4.2) e 5 pl de amostra. A oxidacéo do
DMOP foi seguida em cinética a 30°C, sendo a leitura feita a 477 nm (g47,= 14600 M* cm'l).

A atividade da manganés peroxidase (MnP) foi determinada pelo método de Waarishi et al.

(1992). O volume de reacdo (1 mL) foi composto por 0,1 mM MnSO4; 10 ul de amostra em tampéo

malonato 50 mM pH 4.5 e 75 uM de peréxido de hidrogénio. A formacdo do complexo quelado de

Mn(l11)-malonato foi seguida em cinética a 30 °C, por 1 minuto, medindo o0 aumento da absorbancia a

270 nm (g270= 11590 M'em™).
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Para a determinacdo da lignina peroxidase (LiP), foi medido a formacdo no tempo de
veratrilaldeido (3,4 dimetoxibenzaldeido). O volume de reagdo (1 mL) foi composto por 0.4 mM de
alcool veratril em tampdo tartarato 0,1 M pH 3.0; 0,2 mM de peroxido de hidrogénio e volume
necessario de amostra. A atividade foi seguida em cinética a 30°C, medindo absorc¢do a 310 nm (ga10=

9300 M cm™). Todas as determinacdes enzimaticas foram efetuadas com 3 repeticdes por tratamento.

10.6. Andlise Estatistica
A metodologia estatistica utilizada para avaliar os experimentos seguiu um modelo de
regressdo ndo linear. Para a comparacdo dos parametros foi feita a analise de variancia ndo paramétrica
com aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis. Nos casos em que houve diferenca significativa foi aplicado

o teste de Student-Newman-Kills (SNK) ao nivel de 5 % de significancia.

11. RESULTADOS E DISCUSSAO

11.1. Determinagdo da atividade de enzimas oxidativas de L. edodes durante
crescimento em meio de cultura liquido
Nos ensaios realizados, detectou-se atividade da MnP e lacase em cultura liquida de L.
edodes. No entanto, para 0 mesmo experimento, a enzima LiP ndo apresentou atividade detectavel.
Estes resultados concordam com os observados por Kaal et al. (1995); Orth et al. (1993);

Masaphy &Levanon (1992); Waldner et al. (1988); Leatham & Stahmann (1981)
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Entretanto, Mishra & Leatham (1990) encontraram atividade positiva da LiP em proteinas
fracionadas de fluidos extracelulares de L. edodes.

Embora ndo tenha sido detectada atividade de LiP no presente experimento, ndo de pode
descartar completamente a sua auséncia, pois sdo varios os fatores que contribuem para a ativacdo do
sistema lignocelulolitico como condig¢Ges nutricionais e culturais, substrato metabolizavel, altos niveis
de oxigénio, limite de nitrogénio e varias outras condicdes de cultivo (KIRK & FARRELL, 1987;
BUSWELL, 1991).

Além disso, os tipos e quantidades de enzimas sdo também definidos pelo gendtipo
especifico do fungo associado a adaptacdo a um determinado substrato de crescimento (SHEARER,

1995).

11.1.1. Atividade de enzimas oxidativas em meio de cultura liquido a base de serragem
de eucalipto
As linhagens Leax e L22 apresentaram dois pontos maximos de produgdo de MnP, sendo um
deles coincidentes com a atividade méxima de lacase (Figura 1). Enquanto L17 apresentou apenas um
ponto de atividade maxima coincidente para as duas enzimas.
Verificou-se que apenas a partir do 11° dia as linhagens produziram maior atividade lacase e
MnP. Até o final de incubacdo a atividade das duas enzimas apresentou diferenca significativa de
atividade, exceto no 18° dia entre Leax e L17 na atividade lacésica e entre L17 e L22 na atividade de
MnP. No 28° dia ndo ocorreu diferenca estatistica de atividade, tanto de lacase e quanto de MnP, entre
L17 e L22.
Em serragem, as linhagens estudadas mostraram as atividades enziméticas concentradas,
principalmente, no tempo médio do periodo de incubacdo. No final da incubacdo, no 28° dia, ocorreu a
diminuicdo da atividade da lacase e da MnP. Exceto para Leax que terminou com atividade de lacase

com 0,015 Ul mL" significativamente maior que L17 e L22.
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Figura 1. Atividades de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em meio de cultura liquido a base de
serragem de eucalipto. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).
11.1.2. Atividade de enzimas oxidativas em meio de cultura liquido & base de bagaco de
cana-de-agUcar

No meio liquido BC (Figura 2), ao contrario de SE as linhagens apresentaram atividade
lacasica durante os primeiros dias de incubagdo

Leax apresentou baixa atividade de lacase durante a incubacdo e L22 apresentou atividade
méxima 14° dia e 18° dia sem diferenca significativa e L17 no 11° (0,011 Ul mL™) e 14° dia (0,013
Ul mL™) também sem diferenca significativa, entre eles.

Durante os primeiros dias de incubagdo em BC, houve baixa atividade de MnP para L22 e

L17, sem diferenca significativa e Leax ndo apresentou atividade. L17 teve sua atividade maxima no
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11° dia de MnP (0,447 Ul mL™) correspondente & atividade méaxima de lacase no 11°. Ap6s o 11° dia

a atividade de MnP dimnuiu e permaneceu até final da incubacdo com baixa atividade.

A linhagem L22 também atingiu atividade méxima para MnP no 14° dia (0,400 Ul mL™) o

gue acompanhou a atividade maxima observada para lacase. Ap6s esse ponto, a atividade de MnP

diminuiu até o final de incubacao e terminou sem atividade.

Leax apresentou atividade de MnP a partir do 14° dia chegando a um valor maximo de

atividade no 22° dia (0,425 Ul mL™) sequido de diminuic&o até o final da incubag&o, porém com valor

significativamente superior a L17 e L22 no 28° dia.
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Figura 2. Atividades de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em meio de cultura liquido a base de bagaco

de cana-de-agUcar. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).
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11.1.3. Atividade de enzimas oxidativas em meio de cultura liquido a base de casca de
arroz

A atividade lacésica ndo apresentou diferenca estatistica entre as linhagens durante os
primeiros dias de incubacdo no meio de cultura liquido CA (Figura 3). L22 apresentou atividade
méxima de lacase no 22° dia (0,023 Ul mL™) e Leax no 25° dia (0,024 Ul mL™).

As linhagens apresentaram atividade maxima de MnP no dia 22°, sendo que L22 atingiu a
maior atividade (0,944 Ul mL™), seguido de Leax (0,6093 Ul mL™) e depois L17 (0,123 Ul mL™).
Todas as linhagens tiveram diminuicao de atividade ap6s o 22° dia

Em L22 a atividade maxima de lacase e MnP foram correspondentes, ao contréario das

demais testadas. Apenas L22 apresentou atividade de MnP no final da incubacdo (0,298 Ul mL™)
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Figura 3. Atividades de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em meio de cultura liquido a base de casca
de arroz. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).
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11.1.4. Atividade de enzimas oxidativas em meio de cultura liquido a base de bagaco de
mandioca

Neste meio de cultura observou-se as maiores atividades das duas enzimas estudadas.
Verificou-se que para L17 a partir do 7° dia iniciou-se a producdo de lacase e MnP (Figura 4). L22
iniciou a atividade lacasica no 14° dia e Leax no 18° dia.

A partir do 14° dia, em L17, a atividade de lacase foi constantemente alta sem diferencas
significativas, exceto nos dias 18 e 28 em que houve dimiuicdo significativa de atividade. L17
apresentou as maiores atividades de lacase em comparagdo com as demais linhagens.

A atividade de MnP teve sua atividade maxima para L17 no dia 25, enquanto L22 no 14° dia
e Leax no 22° dia.

Todas as linhagens mostraram diminuicao de atividade da MnP no final da incubacéo, exceto
L22 que apresentou atividade constante do 22° ao 28° dia, finalizando o periodo de incubagdo com

atividade superior as demais linhagens.
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Figura 4. Atividades de lacase e MnP de L17, L22 e Leax em meio de cultura liquido a base de bagaco
de mandioca. Barras verticais representam o desvio padrdo da média (n=3).

Considerando os diferentes tipos de meio de cultura liquido, verificou-se que as atividades
enzimaticas apresentaram niveis diferenciados dependendo da linhagem analisada. No meio liquido SE
a atividade de lacase e MnP foi mais expressiva em Leax; enquanto que no meio BC tanto lacase
quanto MnP foram mais ativas em L22. No meio CA, L22 e Leax tiveram a melhor atividade de lacase
e L22 foi a linhagem que teve mais atividade de MnP, ja em BM a atividade de lacase e MnP foi
melhor expressa por L17.

Todas as linhagens apresentaram atividades de MnP superiores as de lacase durante

praticamente todo o periodo de incubacéo.
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Hatvani &Mécs (2003) quando pesquisaram a atividade enzimatica em L. edodes crescendo
em residuo de malte, sob diferentes formas de incubacéo, enontraram no meio liquido, baixos valores
de lacase em relagdo & MnP. A maior atividade de lacase foi ao 30° dia de incubacdo com
aproximadamente 100 U.L™ e para MnP também ao 30° dia de incubacdo com aproximadamente 1400
uL™

Resultados semelhantes foram reportados por Kaal et al. (1995) ao analisarem a atividade de
enzimas lignoliticas de fungos da podriddo branca crescendo em meio liquido. Os autores concluiram
gue o L. edodes além de produzir maior atividade de MnP em relacdo a lacase, foi também o que
superou os outros fungos.

Quando comparado com outras formas de incubagdo, a cultura em meio liquido apresenta
valores de atividade enzimética normalmente baixos. Neste tipo de meio, algumas enzimas sdo
principalmente encontradas em atividade na parede celular do micélio, enquanto que em substrato
solido, se encontram mais no substrato de crescimento e em menor atividade na parede celular
(IWASHITA, 1998; HASHIMOTO et al., 1999).

Além disso, o efeito negativo do processo de agitacdo (estresse mecénico) tem sido
documentado como inibidor da producdo de peroxidases (BONNARME et al., 1993; VENKATADRI

& IRVINE, 1990) e lacases (YOSHIAMA &ITO, 1994; HESS et al., 2002) em fungos.

12. CONCLUSOES

Com os resultados apresentados, pdde-se chegar as seguintes conclusoes:

» As linhagens de L. edodes L17, L22 e Leax tém atividade de MnP superior & atividade

de lacase.
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» A enzima lignina peroxidase ndo foi detectada como atuante no sistema lignolitico para

as linhagens L17, L22 e Leax, nos substratos utilizados.

» As linhagens de L. edodes estudadas, durante crescimento em meio de cultura liquido,

ndo apresentaram atividades expressivas de MnP e lacase.
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