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Atividade de enzimas oxidativas do Lentinula edodes
em substratos agroindustriais

Oxidative enzymes activities from Lentinula edodes
on agribusiness substrate

Magali Regina'*; Fernando Broetto?; Giovanni Giovannozzi-Sermanni?,
Rosita Marabotini*; Claudio Peranni*; Giani Andréa Linde’;
Nelson Barros Colauto’; Luiza Doretto Paccola-Meirelles®

Resumo

O basidiomiceto Lentinula edodes tem sua atividade enzimatica relacionada, principalmente, ao tipo
de residuo agroindustrial utilizado como substrato. O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade
das enzimas oxidativas lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP) ¢ manganés peroxidase (MnP) de trés
linhagens de L. edodes, em sistema estacionario, cultivadas a 25 °C, na auséncia de luz, em substratos
compostos de 20% de farelo de arroz, 1% de CaCO, e 79% de casca de arroz (CA), serragem de eucalipto
(SE), bagaco de mandioca (BM) e bagago de cana-de-agticar (BC), ajustados a 60% de umidade. As
atividades de Lac ¢ MnP foram maiores nos substratos a base de serragem de eucalipto (SE) ¢ bagago
de cana-de-agticar (BC). A atividade de LiP ndo foi induzida pelos substratos testados. Os substratos
a base de casca de arroz (CA) e bagago de mandioca (BM), ndo se mostraram adequados na indugéo
da producdo de Lac ou MnP, mas podem ser utilizados como aditivos para aumentar a porosidade,
disponibilidade de ar e fornecer polissacarideos de facil metabolizagao.

Palavras-chave: Shiitake, residuos, enzimas oxidativas, substrato, lacase

Abstract

Basidyomycete Lentinula edodes has its related enzymatic activity mainly on the agribusiness waste
kind used as a substrate. The objective of this work was to verify the activity of oxidative enzymes
lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP) and manganese peroxidase (MnP) of three L. edodes strains, in
stationary system, cultivated the 25 °C, in the absence of light, in substrates wtih 20% of bran of rice, 1%
of CaCO3 and 79% of rice husk (CA), eucalyptus sawdust (SE), cassava bagasse (BM) and sugarcane
bagasse (BC), adjusted to 60% of humidity. The Lac and MnP activities were bigger in eucalyptus
sawdust (SE) and sugarcane bagasse (BC). The LiP activity was not induced for tested substrates. The
rice husk (CA) and cassava bagasse (BM) substrates, although are not adequate to produce Lac or MnP,
can be used as additives to increase the porosity, air availability and easy metabolism polysaccharides.
Key words: Shiitake, waste, oxidative enzymes, substrate, laccase
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Introducao

Acelulose,hemiceluloseeligninasdoosprincipais
componentes das células vegetais, sendo uma das
mais importantes fontes renovaveis de carbono para
a produgdo de biocompostos de interesse comercial
(BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000; KANG
et al., 2004; BALDRIAN; VALASKOVA, 2008).
O Brasil tem uma das maiores areas de cultivo do
Planeta, produzindo anualmente uma diversidade de
residuos agricolas que sdo subutilizados e poderiam
ser aproveitados como substrato para cultivo
de fungos decompositores capazes de produzir
biomassa e compostos de interesse comercial
(EIRA; BRAGA; COLAUTO, 1997).

O  Lentinula (Berk.)  Pegler,
popularmente conhecido como shiitake, ¢ um fungo
basidiomiceto pertencente ao grupo dos saprofitas
lignoceluloliticos. Este fungo ¢é normalmente
utilizado na conversdo de residuos agroindustriais
em cogumelos de importancia gastrondmica e
funcional (BUSWELL; CHANG, 1993). Além da
producao de cogumelos o micélio do L. edodes pode

edodes

ser utilizado no biobranqueamento de materiais
(ONYSKO, 1993; MESSNER; STREBOTNIK,
1994; REID; PAICE, 1994), na biodegradagdo
de poluentes (FIELD et al., 1993; BARR; AUST,
1994) e na producao de biocompostos de interesse
comercial, como metabdlitos secundarios e enzimas
(BUSWELL; CHANG, 1993).

Lignina peroxidase, manganés peroxidase,
lacase e H,O, peroxidase sdo enzimas extracelulares
produzidas por fungos degradadores brancos
que estdo envolvidas na degradagdo da lignina
(BUSWELL, 1991; KIRK; FARRELL, 1987).
Destas, a lacase (Lac) e manganés peroxidase
(MnP) s3o as principais enzimas ligninoliticas
extracelulares do L. edodes (HATVANI, MECS,
2003), sendo a MnP uma glicoproteina (GLENN;
GOLD, 1985). Outros fungos produzem, além
destas, a lignina peroxidase (Lip), enquanto

outros, apenas uma delas (ARORA; BRIDGE;

BHATNAGAR, 2004). Varios fatores afetam
a produ¢do de enzimas lignoceluloliticas em
basidiomicetos decompositores, assim como a
velocidade de crescimento do micélio, producao
de biomassa e biocompostos (LEATHAM; KIRK,
1983) que estdo diretamente relacionados ao tipo
de substrato.

Os substratos comumente utilizados para
producdo de cogumelos e outros biocompostos
sdo o bagaco de cana-de-agucar, farelo de arroz
(ROSSI; MONTEIRO; MACHADO, 2001),
bagaco de mandioca (BEUX; SOCCOL, 1996),
serragem, sabugo de milho (PRZYBYLOWICZ;
DONOGHUE, 1988) e farelo de aveia (LEATHAM,
1985). A escolha de um ou mais substratos depende
principalmente de sua disponibilidade na regido
(EIRA; MINHONI, 1996) do clima, da cultura
regional da populacdo e da tecnologia regional
(RAJARATHNAM; BANO, 1992). Os fungos que
apresentam uma maior capacidade de producao
de enzimas oxidativas s3o, provavelmente, mais
eficientes na bioconversdo da matéria-prima,
portanto a escolha do substrato mais eficiente para
cada linhagem ¢ um aspecto importante para se
obter maior produtividade. Desta forma, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar a produgdo de
lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase
pelo Lentinula edodes, quando cultivado em
substratos constituidos de residuos agricolas da
regido de Botucatu-SP, de forma a selecionar os
melhores substratos para a producdo destas enzimas

ligninoliticas.

Materiais e métodos

As linhagens utilizadas foram L. edodes LE 95/17
(L17), LE 96/22 (L22) e Leax (Leax) da Micoteca
do Modulo de Cogumelos, UNESP, Campus de
Botucatu-SP e os residuos agroindustriais: serragem
de eucalipto, bagaco de cana-de-agucar, bagaco de
mandioca e casca de arroz foram obtidos na regido
de Botucatu.
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As formulacdes dos substratos foram preparadas
segundo Eira e Minhoni (1996) (Tabela 1), com
umidade ajustada para 60%. Em seguida, fragdes
de 25 g de cada formulagao foram transferidas para
Erlenmeyers de 250 ml e autoclavadas a 121 °C por
30 min.

Tabela 1. Porcentagem de matéria-prima na formulagao
dos substratos em base seca.

Substrato (%)

Matéria-prima BM CA SE BC

Bagaco de mandioca 79 - - -
Casca de arroz - 79 - -
Serragem de eucalipto - - 79 -
Bagaco de cana-de-agucar - - - 79
Farelo de arroz 20 20 20 20
CaCO, 1 1 1 1

O indculo de cada linhagem foi previamente
crescido em tubos de ensaio com meio de agar-
batata-dextrose, inclinados, durante 7 dias a 25 °C.
Apos o crescimento, foram adicionados 3 mL de
agua destilada esterilizada em cada tubo de cultura,
dentro de camara de fluxo laminar. Os tubos foram
agitados por 10 s em vortex ¢ a suspensdo de cada
uma das linhagens foi transferida, para Erlenmeyers
contendo os diferentes substratos. Os frascos foram
incubados a 25 °C, na auséncia de luz, utilizando
esquema fatorial 4x3 inteiramente casualizado. Apos
8, 11, 14, 17 e 20 dias, apds a inoculagdo, foram
retirados 3 frascos de cultivo para a determinagéo,
em triplicata, da atividade enzimdtica e umidade
(105 °C). A atividade enzimatica foi determinada
através do extrato enzimatico bruto que foi obtido
adicionando-se 75 mL tampdo de acetato de sodio,
50 mM pH 5,0, aos frascos de Erlenmeyers. Os
frascos foram mantidos em agitador orbital a 50 rpm
por 1 h, a temperatura ambiente e, em seguida, as
amostras foram filtradas em filtro de 40-100 pm. A
atividade de Lac, MnP e LiP, nas amostras filtradas,
foram determinadas como descrito a seguir.

A atividade de Lac foi determinada pelo método
modificado de Slomczynsky, Nakas e Tanenbaum
(1995) com 50 pL de 2,6 dimetoxifenol (2 mM) em
150 pL de tampao citrato-fosfato (0,1 M, pH 4,2) e 5
ul de extrato bruto. A oxidagao do 2,6 dimetoxifenol
=14600 M

477

foi acompanhada a 30 °C a 477 nm (¢
cm).

A atividade de lignina peroxidase (LiP) foi
determinada pelo método modificado de Tien e Kirk
(1984), através da oxidagdo do alcool veratrilico
a veratrilaldeido (3,4 dimetoxibenzaldeido). A
mistura reacional foi composta por 250 pL de
solug@o de alcool veratrilico, composto por alcool
veratrilico 8,0 mM em tampao de tartarato (0,1 M,
pH 3.0), 200 pL de peroxido de hidrogénio (0,2
mM) e volume variavel de extrato bruto, conforme
a atividade enzimatica. A reagdo foi acompanhada a
30°Ca310 nm (g, = 9300 M! cm™).

310

A atividade de MnP foi determinada pelo método
modificado de Wariishi, Valli e Gold (1992) com
0,2 mL de MnSO, (0,1 mM) em 1,4 mL de tampao
malonato (50 mM, pH 4,5), 0,2 mL de peréxido
de hidrogénio 75 uM e 10 uL de extrato bruto. A
formagdo do complexo de Mn(Ill)-malonato foi
acompanhada a 30 °C, por 1 min, a 270 nm (g,,=
11590 M-'ecm™).

Toda atividade enzimatica foi expressa em
Unidade Internacional (U1), definida pela quantidade
de enzima necessaria para oxidar 1uM de substrato
por minuto.

A metodologia estatistica utilizada para avaliar
os experimentos seguiu o modelo de regressdo
ndo-linear. Para a comparagdo dos parametros foi
feita a analise de varidncia ndo paramétrica com
aplicacdo do teste de Kruskal-Wallis. Nos casos
em que houve diferenga significativa foi aplicado o
teste de Student-Newman-Kills ao nivel de 5 % de
significancia.
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Resultados e discussao

O substrato SE se mostrou o mais adequado
para a producdo de Lac em quase todas as linhagens
avaliadas (Figura 1, 2, 3 e 4). A linhagem Leax foi a
mais adequada para produgdo de Lac no substrato BC.
Jaaslinhagem L22 e L17, foram as que apresentaram
melhor producéo de Lac no substrato SE, uma vez
que do dia 8 ao 14 a atividade da linhagem L22
apresentou uma uniformidade de produgdo e a
linhagem L17 apresentou um pico de atividade no
8° dia superior as demais linhagens, inclusive em
comparag¢do aos demais dias de incubagdo.

O substrato SE foi
atividade de Lac devido, provavelmente, pela

o melhor indutor de

serragem de eucalipto ter uma maior concentragdo
de lignina, assim como no substrato CA, apesar
de conter silica. Ja no substrato BC a celulose € o
maior componente e neste caso outra linhagem, a
Leax, apresenta-se mais eficiente para a producao
de Lac. Quando o substrato foi o BM, onde o
amido remanescente da extracdo de fécula é um
componente importante, houve a menor produgdo
de Lac para todas as linhagens.

—L22 Lac
—/3 L17 Lac

0,50 T T35 %
E Leax lac =
045 + [ 2.
g —s— L22MnP | 30 &
- 0,40 - —A—L17 MnP z
5 0357 —%— Leax MnP 25 8
g 007 120 %
g 025+ 9
[¢)
2 020 T
9 > X.
2 015+ t108
B (¢}
2 010+ . S
0,05 +— va,

0,00 1 | | I:- | I:l, 0

8 11 14 17 20

Tempo de incubagao (dias)

Figura 1. Atividade de lacase (Lac) e manganés peroxidase (MnP), das linhagens L17, L22 e Leax de Lentinula edodes,
em unidade internacional (UI) por g de substrato SE desidratado. Barras verticais representam o desvio padrao.
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Figura 2. Atividade de lacase (Lac) e manganés peroxidase (MnP), das linhagens L17, L22 e Leax de Lentinula edodes,
em unidade internacional (UI) por g de substrato BC desidratado. Barras verticaisrepresentam o desvio padrao.
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Figura 3. Atividade de lacase (Lac) e manganés peroxidase (MnP), das linhagens L17, L.22 e Leax de Lentinula
edodes, em unidade internacional (UI) por g de substrato CA desidratado. Barras verticais representam o desvio
padrao.
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Figura 4. Atividade de lacase (Lac) e manganés peroxidase (MnP), das linhagens L17, L22 e Leax de Lentinula
edodes, em unidade internacional (UI) por g de substrato BM desidratado. Barras verticais representam o desvio

padrio.

As linhagens de L. edodes nao apresentaram
atividade detectdvel da enzima LiP. Embora
ndo tenha sido detectada, ndo se pode descartar
completamente a sua auséncia, pois sd0 varios os
fatores que contribuem para a ativagdo do sistema
lignocelulolitico  (KIRK; FARRELL, 1987;

BUSWELL, 1991).

A linhagem L17 foi a mais eficiente na producdo
de MnP nos substratos SE, BC e BM, apesar de
baixa producao no substrato CA, uma caracteristica
de todas as linhagens testadas (Figura 1,2,3 e 4). A
linhagem L17 também foi a maior produtora de MnP
no substrato SE. Isto sugere que as caracteristicas
genéticas da linhagem L17 relacionadas a sintese de
MnP sdo menos influenciadas pelo tipo de substrato
e, portanto, a L17 ¢ mais indicada para ser utilizada
em diversos substratos (Figura 1, 2, 3 ¢ 4).

O substrato SE foi o melhor indutor de atividade
de MnP, provavelmente, pela serragem de eucalipto
ter uma maior concentragdo de lignina, assim como
no substrato CA, apesar da quantidade de silica. Ja
no substrato BC a celulose € o maior componente,
porém neste caso a linhagem Leax nao foi mais

eficiente na produgdo de MnP. No caso do substrato
BM, devido ao amido remanescente ainda ser o
maior componente, ¢ no substrato CA, apesar de
haver celulose, houve a mais baixa produgdo de
MnP para todas as linhagens.

A atividade da MnP apresenta picos de atividade
paraa L22, enquanto a Leax consegue manter o pico
de atividade por mais tempo no substrato BC (Figura
2). Comportamento similar pode ser verificado para
MnP em SE (Figura 1). Este comportamento de
sintese enzimatica pode estar associado a uma maior
capacidade de sintese de enzimas proteoliticas pela
Leax. As proteases excretadas pelos fungos, ndo sdo
normalmente seletivas, desta forma pode ocorrer a
hidrélise enzimatica da MnP por enzimas endogenas
do fungo, promovendo uma drastica redugdo de
atividade. Outro fator importante é a necessidade
da presenca de cofatores enzimaticos que podem
estabilizar o sitio ativo enzimatico e assim aumentar
sua atividade (BUSWELL, 1991)

Verificando-se as atividades enzimaticas das
linhagens, nos diferentes substratos, observou-
se que, em geral, os maiores valores de atividade
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enzimatica foram obtidos no substrato SE, seguido
do BC, sendo as menores atividades no CA e BM
(Figural,2,3e4). Segundo Kadimaliev etal. (2003),
as mudangas na atividade lignolitica e biosintese
de Lac e MnP pelos fungos, durante o cultivo em
estado sélido, dependem do tipo de substrato usado.
O desenvolvimento da habilidade ligninolitica
requer condigdes nutricionais e culturais, incluindo
substrato metabolizavel, altos niveis de oxigénio,
um limite de nitrogénio e vérias outras condi¢des
de cultivo (KIRK; FARRELL, 1987; BUSWELL,
1991). Alémdisso, os tipos e quantidades de enzimas,
que podem ser produzidas para a transformagdo da
lignina em formas absorviveis, sdo definidos pelo
gendtipo especifico do fungo e associado a adaptagdo
a um determinado substrato (SHEARER, 1995).

Embora nos substratos BM e CA foram obtidos
os menores valores de atividade de Lac ¢ MnP,
foram nestes substratos que houveram a maior
velocidade de crescimento micelial (resultados ndo
apresentados). A baixa velocidade de crescimento
micelial no substrato SE e BC associada a maior
atividade de enzimas oxidativas, provavelmente,
estarelacionada a dificuldade de degradar compostos
nestes substratos. Desta forma, o substrato BM
e CA podem ser utilizados em formulagdes
alternativas de cultivo de basidiocarpos ou ainda
como complemento de substrato devido ao rapido
crescimento miceliano.

Para o substrato BM a pequena produgdo das
enzimas pode estar associada a grande quantidade
de amido residual do processo de extragdo de fécula.
Conforme verificou Leatham (1985), compostos
como polissacarideos celulésicos e ndo-celuldsicos,
na parede celular de palhas, ficam mais disponiveis
as enzimas hidroliticas que os substratos com maior
quantidade lignina.

Conclusoes

Concluiu-se que a atividade de Lac ¢ MnP
sdo maiores nos substratos a base de serragem de

eucalipto (SE) e bagaco de cana-de-agucar (BC).
A atividade de LiP ndo ¢ induzida pelos substratos
SE, BC, CA ¢ BM. Os substratos a base de casca
de arroz (CA) e bagaco de mandioca (BM), apesar
de ndo serem adequados para produzir Lac ou MnP,
podem ser utilizados como aditivos para aumentar
a porosidade, disponibilidade de ar e fornecer
polissacarideos de facil metabolizacdo ao fungo.
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