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RESUMO

O objetivo principal do trabalho foi avaliar o potencial biotecnolégico do cogumelo
Lentinula boryana (Shiitake das Ameéricas). Para isto foram feitos experimentos
comparando os polissacarideos presentes nos corpos de frutificacdo de L. boryana e L.
edodes. Neste trabalho foi demonstrado que os polissacarideos de L. boryana possuem
caracteristicas semelhantes a do L. edodes. Sabendo-se que o L. edodes é considerado um
cogumelo medicinal devido as atividades bioldgicas dos polissacarideos do seu corpo de
frutificacdo, pode ser esperado que o L. boryana também possua atividades bioldgicas
similares, o que é potencial biotecndlogico a ser explorado no futuro. Foram realizados
experimentos sobre o crescimento micelial em placas onde foi demonstrado que L. boryana
possui caracteristicas de cultivo similares a L. edodes, mas possui maior sensibilidade a
temperaturas elevadas (acima de 25 °C) e € mais sensivel a concentracdes elevadas de
fontes simples de nitrogénio. Durante os estudos também foi verificado que a 28 °C o
crescimento micelial € interrompido e ocorre a producdo de um pigmento escuro que fica
disperso no meio e no micélio. Com isso buscou-se avaliar 0 que seria este pigmento por
analises espectrograficas (RPE, IV e RMN). Os resultados destas analises sugerem que este
pigmento é uma melanina, provavelmente uma DOPA-melanina. Também foram
verificados os fatores que influenciam na producdo de melanina por L. boryana, nestas
analises foi verificado que esta producdo é estimulada pela elevacdo da temperatura e pela
presenca de outros microorganismos no meio de cultivo. A disponibilidade de nutrientes e
de oxigénio também mostrou ser importante para a sua producdo. As melaninas sao
substancias que vém sendo estudadas ha muitos anos, existem trabalhos que demonstram
possiveis aplicagdes das melaninas na industria e na medicina. Considerando o fato que o L.
boryana produz melanina e estas possuem interesse biotecnoldgico isto pode sugerir mais
um potencial para o L. boryana a ser explorado no futuro.

Xiv



1. INTRODUCAO

Os trabalhos, apresentados nesta dissertacdo, foram realizados visando uma
avaliacdo inicial do potencial biotecnoldgico do basidiomiceto Lentinula boryana. Estes
trabalhos fazem parte de um projeto maior, uma parceria entre UFPR e Embrapa Florestas-
PR, que visa avaliar o potencial econdmico de macrofungos nativos do territério brasileiro,
principalmente da regido sul do pais. O projeto também busca determinar quais condicdes
de cultivo destes macrofungos sdo necessarias, para que no futuro seja possivel o seu
cultivo comercial

Especificamente, nos estudos desenvolvidos durante o mestrado foi selecionado um
cogumelo do género Lentinula, o0 macrofungo Lentinula boryana nativo das Ameéricas, para
0 qual as informagdes sdo escassas. Este cogumelo foi selecionado devido ao interesse
existente nas propriedades terapéuticas dos polissacarideos de uma outra espécie do mesmo
género, o Lentinula edodes. Com isso, durante os trabalhos do mestrado foram feitos
estudos comparando quimicamente 0s polissacarideos produzidos por Lentinula edodes e
Lentinula boryana. Visando conhecer as melhores condicdes de cultivo foram verificadas
quais condicdes fisicas e nutricionais afetam o seu crescimento micelial, estas informacdes
serdo Uteis em experimentos futuros no sentido de melhorar a produtividade de biomassa,
aumentando assim a produgdo do cogumelo ou de massa micelial.

O foco da dissertacdo é o cogumelo Lentinula boryana, mas a maior parte das
informacBes apresentadas nesta introducdo é sobre o Lentinula edodes (Shiitake), isto
porque € a espécie mais estudada, que portanto contém uma vasta literatura. A revisao
mostrara que ha muito conhecimento sobre o cultivo de L. edodes e as propriedades
terapéuticas de seu corpo de frutificacdo e do micélio, sugerindo que seria interessante
avaliar se o L. boryana tem este mesmo potencial. Outras informagfes, que serdo
apresentadas a seguir, sobre L. edodes relacionadas as técnicas de cultivo, aos seus
polissacarideos e as suas aplicacBes, por vezes sugeriram o direcionamento nos estudos que

foram realizados com L. boryana.



1.1 Caracteristicas gerais de Lentinula edodes

Lentinula edodes é o representante mais famoso do género Lentinula. E um
cogumelo nativo da Asia, conhecido como Shiitake, cogumelo da Floresta ou shiang-ku
(cogumelo perfumado). Ele é um cogumelo lignolitico, ou seja, possui a habilidade de
degradar e utilizar a madeira dura como fonte de nutrientes para seu desenvolvimento
(HATVANI, 2001). Ja foram identificadas mais de 100 diferentes cepas de Shiitake, sendo
que pode haver variacdes entre elas conforme a adaptacdo as condi¢fes ambientais
(CAMPBELL; RACJAN, 1999).

A temperatura ¢ um fator importante para o crescimento micelial de L. edodes. A
faixa de temperatura considerada 6tima para o crescimento micelial é proxima a 25 °C, mas
pode haver variacdo conforme a cepa. Em temperaturas abaixo de 5° C e acima de 35°C o
crescimento micelial é interrompido. Sabe-se que o Shiitake pode sobreviver em troncos
em temperaturas inferiores a -30° C, entretanto o micélio morre em temperaturas superiores
a 45°C (CAMPBELL; RACJAN, 1999).

Além da temperatura existem outras diferencas entre as cepas, tais como o nivel de
colonizacdo da madeira, ou seja, na velocidade em que degradam a madeira e a utilizam
como fonte nutricional, na quantidade de agua (umidade) ideal do substrato, no tempo de
frutificacdo e na qualidade e quantidade dos corpos de frutificagdo produzidos
(CAMPBELL; RACJAN, 1999).



1.2 O mercado e o desenvolvimento das técnicas de cultivo comercial de Lentinula edodes

Nos dias atuais o Shiitake é o segundo cogumelo comestivel mais comercializado e
consumido no mundo, ficando atras apenas do cogumelo Agaricus bisporus conhecido
como Champignon de Paris (MIZUNO, 1995).

A historia do cultivo artificial de Shiitake na China ultrapassa 900 anos (ZHANXI;
ZHANHUR, 2001). Como visto o Shiitake esta sendo explorado comercialmente ha
séculos, mas recentemente houve um aumento da ordem de sete vezes no consumo e
producdo mundial deste cogumelo, passando de 207.000 toneladas em 1983 para 1.573.000
toneladas em 1997 (SALMONES et al., 1999; ROYSE; VAZQUEZ, 2001). Em parte isto
ocorreu porque anos atras estudos com o cogumelo Lentinula edodes mostraram
potencialidades para uma aplicagdo medicinal, bem como na industria de alimentos, o que
levou a uma expansdao da sua producdo e motivou muitos trabalhos cientificos para um
maior discernimento sobre o cogumelo. Muitas destas aplicagbes medicinais estéo
relacionadas aos polissacarideos (B-D-Glucanas) que estdo presentes no corpo de
frutificacdo ou séo produzidos durante o crescimento micelial (HATVANI, 2001; YANG et
al., 2001).

Como relatado anteriormente, o Shiitake é de origem asiatica. Nos paises asiaticos
como China e Japdo o consumo deste cogumelo é bastante popular. Nestes dois paises mais
de 93 % do cultivo deste cogumelo é feito em troncos de carvalho (CAMPBELL,;
RACJAN, 1999). Mas nestes e em outros paises estdo sendo produzidos e testados novos
meios de cultivo deste organismo.

Na Europa, o cultivo comercial do Shiitake comecou nos anos 60, utilizando o
tradicional método de cultivo externo em toras de carvalho. Como neste método o tempo
para o cultivo é muito elevado, houve um interesse em desenvolver métodos alternativos
para a producdo do cogumelo. Foi entdo desenvolvido um sistema de cultivo em tronco
sintético ou em sacos plasticos, o qual utiliza serragem suplementada com outras fontes de
carbono e nitrogénio. Hoje este sistema estd bem difundido em todo mundo, fato que pode
ser atribuido a vantagem de que o tempo requerido para frutificacdo é inferior quando
comparado com o de troncos de carvalho. Uma desvantagem deste sistema é a

obrigatoriedade de se fazer uma esterilizagdo dos substratos, o que requer um alto



investimento inicial e um alto consumo de energia para o processo (CHANG; MILES,
1989; MATA; SAVOIE; DELPECH, 1998). Apesar disso, 0 aumento e o melhor controle
da produtividade compensam o investimento.

O método “Jun-Cao” que foi desenvolvido pelos chineses na década de 1980(
ZHANXI; ZHANHUA, 2001), também utiliza sacos plasticos, porém substitui a serragem
por gramineas. Esta técnica vem sendo difundida no Brasil pela Embrapa Recusos
Genéticos e Biotecnologia (URBEN et al., 1999)

Em 1983, Leatham obteve o corpo de frutificacdo do Shiitake em meio liquido
complexo, o que sugeriu a possibilidade de desenvolvimento de um cultivo hidropdnico do
Shiitake (LEATHAM, 1983; CHANG; MILES, 1989), porém este método ndo é utilizado

em escala comercial .

1.3 Técnicas para melhoria do cultivo de Lentinula edodes

Para o desenvolvimento de novas técnicas de cultivo, como relatado no item 1.2, e
para que melhores resultados fossem alcangados, muitos trabalhos sobre o cultivo mostram
tentativas para aumentar o crescimento micelial e diminuir o tempo de inicio da
frutificacdo. Em alguns destes trabalhos foram feitos estudos testando:

e Fontes de carbono como a glucose e outros carboidratos, adicionando-se
glutamato, acidos casaminos e lignina soluvel (BOYLE, 1998; MATA,
DELPECH; SAVOIE, 2001);

e Fontes inorganicas de nitrogénio como sais nitrogenados de fosfato, cloreto e
sulfato, além de fontes mais complexas como extrato de malte e de levedura
(BOYLE, 1998);

e Temperatura e umidade ideais para o crescimento (CAMPBELL; RACJAN,
1999);

e Atividades enzimaticas com a suplementacdo de diferentes nutrientes
(HATVANI; MECS, 2002; ZUSWELL et al., 1995; OHGA et al., 2000);

e Diferentes inoculos liquidos e sélidos verificando o tempo para a frutificagdo
(KAWAI et al., 1995).



Além de estudos sobre as condicdes de cultivo, foram utilizados residuos agricolas
como o bagago da cana, casca e polpa de café, sabugo de milho, cevada, casca de arroz,
farelo de arroz, coroas de abacaxi, entre outros, visando aproveitar tais residuos como fonte
de nutrientes para os cogumelos (SALMONES et al., 1999).

1.4 Atividades bioldgicas relacionadas ao Lentinula edodes e seus componentes

Diversos estudos foram realizados e foram constatadas possiveis aplicactes
medicinais para o Shiitake, incluindo compostos do corpo de frutificacdo e do micélio.
Compostos como polissacarideos, peptideo-glucanas e terpendides foram extraidos
utilizando agua quente ou fria e outros solventes, como acetato de etila. Muitas fracdes que
contém polissacarideos foram obtidas e alguns dos polissacarideos nelas identificados.

Em 1970 Chihara et al.(1970) isolaram e caracterizaram, do corpo de frutificacdo do
Shiitake, um polissacarideo puro que ficou conhecido como lentinana. A lentinana é uma 3-
D-glucana (1—3) ramificada em C-6 por unidades de glucopiranose B(1—6), sdo duas
ligagdes glucopiranosidicas (1—6) para cada cinco liga¢des de glucopiranosidicas p(1—3)
(CHIHARA, 1970; MAEDA et al., 1988). Este polissacarideo tem como caracteristicas
principais sua insolubilidade em agua fria, acido e quase todos 0s solventes organicos como
alcool, éter, cloroférmio, piridina e hexametilfosforamida, é pouco solivel em agua quente
e dimetil sulfoxido, e é bem soltvel em solugdo aquosa de alcali e acido formico. Analises
elementares da lentinana mostram que 40,54 % é de Carbono e 7,02 % ¢ de hidrogénio, ndo
possui nitrogénio, fosforo ou enxofre (CHIHARA et al., 1970; SASAKI; TAKASUKA,
1976). Este polissacarideo apresenta atividade antitumoral no sarcoma 180 (CHIHARA et
al., 1970) e contra varios tumores sinérgicos e autoctones, bem como previne a oncogénese
quimica e viral (BOHN; BEMILLER, 1995; WASSER; WEIS, 1999). A lentinana nao
apresenta efeitos toxicos sobre as células tumorais, mas inibe o crescimento do tumor por
estimular o sistema imune do hospedeiro. A B-D-glucana liga-se a superficie do linfocito ou
em proteinas séricas especificas que ativam macrofagos, linfocitos “T-helper”, células NK
(Natural Killers) e outros efetores celulares. Em comparagdo com outros agentes
quimioterapicos, a lentinana apresenta poucas reagdes adversas e baixa toxidade para as
células normais do paciente (WASSER; WEIS, 1999).



Além da atividade antitumoral, existem outras possiveis aplicagdes na medicina
para 0 cogumelo e seus compostos. O Shiitake possui habilidade de diminuir os niveis de
colesterol do sangue. Esta habilidade foi relatada pela primeira vez por Kaneda e Tokuda
(1966) que verificaram que em ratos que tinham sua dieta suplementada com Shiitake
ocorria diminuicdo do nivel de colesterol. Kabir et al. (1987) examinaram o efeito de
Shiitake seco na pressdo sangliinea e na composicdo lipidica do sangue de ratos
espontaneamente hipertensivos (SHRs) e verificaram diminui¢do dos niveis de VLDL e
HDL (revisado por JONG; BIRMINGHAM, 1993).

Também foram relatadas atividades antibacterianas dos extratos de Lentinula
edodes (WASSER; WEIS, 1999; HATVANI, 2001). Foram relatadas atividades contra
diversos virus como da hepatite e do herpes (herpes simplex virus tipo 1 e 2), adenovirus
tipo 12, além da agdo antiparasitaria (KOGA, 1994; YAMAMOTO et al., 1997; JONG;
BIRMINGHAM, 1993; WASSER; WEIS,1999).

Com relacgdo o uso da lentinana em pacientes com cancer ou HIV positivos algumas
consideragdes relevantes foram discutidas por Wasser e Weis (1999): Muitos pacientes com
cancer e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) tém imunodisfungdo e morrem de
infeccbes por fungos oportunistas como da candidiase, aspergilose, dermafitose e
esporotricose, entre outros. E extremamente importante proteger o paciente com AIDS
destas infecgdes. A lentinana do Lentinula edodes, quando usada junto com o AZT (3’-
azido-3’-deoxitiamina), suprimiu a expressao superficial da imunodeficiéncia humana.
Lentinana e lentinana sulfatada exibiram potentes atividades anti-HIV, resultando na
inibicdo da replicacdo viral e na fusdo celular. Segundo os autores, a terapia da AIDS
precisa incluir uma estratégia para estimular o sistema imune, onde a lentinana seria um
potencial candidato para este uso (WASSER; WEIS, 1999).

Além da lentinana outros compostos, inclusive polissacarideos tém sido isolados do
corpo de frutificagdo ou do micélio de Lentinula edodes.

Shida et al, (1975) isolaram uma heterogalactana de um extrato tricloroacético do
corpo de frutificacdo do Lentinula edodes. Este heteropolissacarideo é constituido de uma
cadeia principal de galactopiranose com ligacdes do tipo a(1—6) com substituicdo no
carbono 2 por unidades de L-fucopiranose ou D-manose(SHIDA et al.,1975). Estes mesmos

autores, em 1978, isolaram e caracterizaram uma D-glucana a(1—3), a qual possui



unidades glucopiranose com ligagdes do tipo a(1—3) e a(1—4) numa proporcao de 5,3
para 1 respectivamente( SHIDA et al., 1978).

A glicoproteina KS-2 foi obtida pela extragdo com agua quente do micélio cultivado
de Shiitake, seguido de precipitagdo com etanol. Este composto foi identificado com sendo
uma proteoglicana com a fracdo glicidica de o-manana e com 0s amino acidos serina,
treonina, alanina, prolina etc., na fracdo peptidica. Este composto foi efetivo contra o
carcinoma de Ehrlich’s e contra o Sarcoma 180, tanto na administracdo por via
intraperitonial como pela via oral (revisado por MIZUNO, 1995).

A partir do micélio de Lentinula edodes cultivado em bagaco e fibra de arroz pode
ser obtido um extrato chamado LEM (extrato do meio de cultura do Lentinula edodes), este
extrato tem um rendimento de 6 gramas por kilograma de micélio cultivado. Este extrato,
quando solubilizado em agua e precipitado com 4 volumes de etanol, recebe o nome de
LAP, é uma proteoglicana (agucar:proteina 57,6:24,8). LAP tém uma composi¢do
monossacaridica principal é basicamente de xylose: arabinose: galactose: glucose (30,2:
17,4: 20,3: 19,9) (SUGANO et al.,, 1984) Tanto o LEM quanto o LAP apresentaram
diversas atividades bioldgicas entre elas a inibicdo da carcinogénese de figado de rato,
atividade imunopotencializadora, inibicdo da transcripitase reversa do HIV (revisado por
YAMAMOTO et al., 1997).

Uma fracdo rica em liginina sollvel, proveniente de LEM, foi obtida por
ultrafiltracdo e cromatografia em coluna hidrofobica, sendo chamada de JLS-18. A
atividade antiviral desta fragdo foi analisada frente ao Herpes simplex virus tipo | (HSV-1)
onde foi visto que JLS-18 possui uma atividade especifica muito superior ao LEM (1752,0
e 26,1 respectivamente) (YAMAMOTO et al., 1997).

Em trabalho realizado por Sorimachi et al. (1997) foi verificado a atividade antiviral
de um derivado da lignina proveniente de LEM (extrato do meio de cultura do Lentinula
edodes), este derivado foi chamado de EP3. Os resultados demonstraram que o EP3
apresenta atividade, in vitro, contra os Herpes simplex virus (tipo 1 e 1I) contra o poliovirus
e contra 0 WEE virus (SORIMACH]I, et al., 1997).



1.5 Conhecimento sobre o Lentinula boryana

O Lentinula boryana, que é um fungo comestivel, chamado de Shiitake das
Américas ou cogumelo do carvalho, cresce nas regides subtropicais e tropicais do
continente americano, desde do sudoeste dos Estados Unidos até a América do Sul. Por
muito tempo foi conhecido pelo nome de Lentinus cubensis e modernamente, seguindo a
classificagdo de Pergler (1983), foi chamado de Lentinula boryana (GUZMAN et al.,
1993). Este fungo tem um crescimento mais lento que o Shiitake, porém para o L. boryana,
ndo ha relatos de estudos para que se conhecam profundamente as caracteristicas
fisiol6gicas deste organismo, ndao foram feitos estudos cinéticos adequados nem mesmo
foram determinadas quais as melhores condigdes para o cultivo. Nem mesmo foram feitas

analises quimicas sobre os polissacarideos presentes no micélio ou corpo de frutificacao.



2. JUSTIFICATIVA

Na literatura foi encontrado pouca informacdo sobre o cogumelo Lentinula
boryana, o que contrasta com o extenso conhecimento existente sobre o Lentinula edodes.
Dois aspectos principais podem ser observados na literatura: Primeiro que o dominio das
técnicas de cultivo de L. edodes permitiram que ele fosse um dos cogumelos comestiveis
mais produzidos e comercializados do mundo. Segundo que existem muitos trabalhos
cientificos sobre L. edodes e seus metabolitos bioativos, principalmente polissacarideos (B-
D-Glucanas). A comprovacdo das propriedades medicinais certamente motivou o
desenvolvimento do mercado e este, por sua vez, promoveu novos estudos sobre o
cogumelo e seus produtos.

A escassa literatura existente sobre L. boryana restringe-se a aspectos relacionados
a sua taxonomia, distribuicdo geogréafica e cultivo. Nao foi encontrada nenhuma referéncia
sobre seu potencial biotecnolégico.

Assim, este trabalho se propds a dar inicio a avaliacdo do potencial biotecnoldgico
do cogumelo neotropical L. boryana, buscando também indicar possiveis direcionamentos a
serem tomados em futuros experimentos. Estes trabalhos aqui apresentados fazem parte de
um projeto maior, coordenado pela Embrapa Florestas, em parceria com a UFPR intitulado

“Bioprospeccao e potencial de uso da macromicota do estado do Parana”.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial de um cogumelo neotropical
Lentinula boryana, comparando com seu congénere asiatico Lentinula edodes, que é
mundialmente conhecido como Shiitake e é amplamente comercializado pelas suas

propriedades gastrondmicas, nutricionais e medicinais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Comparar os rendimentos e as caracteristicas quimicas dos polissacarideos
presentes nos corpos de frutificagdo do Lentinula boryana com as do Lentinula edodes

2) Verificar quais condigdes fisicas e quimicas basicas sdo mais adequadas para o
crescimento micelial do Lentinula boryana.

3) Caracterizar os pigmentos produzidos pelo micélio de Lentinula boryana,
reconhecer os fatores que influenciam a sua producdo e verificar a atividade antibacteriana

destes pigmentos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. ESTRATEGIA GERAL DOS EXPERIMENTOS DA DISSERTACAO

O esguema mostrado na figura 1 é um resumo das estratégias que foram seguidas

para iniciar a avaliacdo da potencialidade de Lentinula boryana. Estas estratégias podem

ser divididas em trés grupos:

Foi feito um estudo comparativo entre os polissacarideos presentes no corpo de
frutificagéo de L. boryana e L. edodes, com o intuito de averiguar a similaridade
entre os dois cogumelos neste particular, o que poderia levar a uma previsdo por
analogia , para L. boryana, das mesmas atividades bioldgicas atribuidas a L.
edodes.

Foram realizados estudos verificando quais condigdes de cultivo
proporcionariam o melhor crescimento micelial de Lentinula boryana.

Durante os estudos sobre o crescimento micelial foi verificado que ocorria
escurecimento das placas em determinadas situagBes. Foram feitas analises
espectrograficas para caracterizar este pigmento e foram investigados os fatores

que influenciam a sua producéo.
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FIGURA 1. ESTRATEGIAS EXPERIMENTAIS APLICADAS NA AVALIACAO

DO POTENCIAL

BIOTECNOLOGICO DE Lentinula boryana

Corpo de
Frutificacéo

Crescimento
micelial em
placas (BDA)

Pigmento tipo
Melanina

Comparacao quimica e estrutural dos
Polissacarideos de L. boryana e L. edodes _
(HPSEC; COMP. MONOS.; RMN;METILACAO)

Influéncia de condicdes fisicas e quimicas no
crescimento micelial de Lentinula boryana e
Lentinula edodes no cultivo em placas

e
.

Influéncia do pH, de fontes de nitrogénio e de
diferentes concentracdes de extrato de malte no
cultivo de Lentinula boryana sobre membranas.

Observacdes sobre os fatores influenciadores da
producdo de melanina por L. boryana
(Temperatura; ldade do micélio, nutricdo, solidez
(4gar); oxigénio, contaminacao)

Caracterizacdes espectrograficas do pigmento
produzido por L. boryana (EPR, RMN, 1V)

Verificagédo da atividade antibacteriana dos caldos
de cultivo de L. boryana e L. edodes
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4.2 ORIGEM E MANUTENGCAO DAS LINHAGENS UTILIZADAS

As cepas dos cogumelos Lentinula edodes e Lentinula boryana utilizadas nos
trabalhos séo provenientes da colegcdo de culturas de macrofungos da Embrapa Florestas.

Lentinula boryana foi isolado no Laboratério de Microbiologia da Embrapa
Florestas, a partir de material silvestre procedente do morro do Anhangava, municipio de
Quatro Barras, Parand, coletado e identificado pelo micélogo André de Meijer em 15 de
agosto de 1999. A cepa foi re-isolada, em 09 de setembro de 2002, do corpo de frutificacdo
proveniente da tora 194 de Eucalyptus grandis, de um experimento instalado na Embrapa
Florestas .

Lentinula edodes (linhagem L54) foi gentilmente cedida a Embrapa Florestas pela
Universidade Chinesa de Hong Kong em 06 de agosto de 1999.

As culturas foram mantidas em placas com Batata-Dextrose-Agar (BDA) sob
refrigeracdo a 4 °C. A cada 90 dias foram repicadas, incubadas a 20 °C até a cobertura total
da placa pelo micélio e novamente estocadas a 4 °C.

Os corpos de frutificacdo utilizados nos experimentos de andlise dos polissacarideos

provieram de cultivo em toras Eucalyptus spp. do experimento acima citado (Figura 2).

FIGURA 2. CORPOS DE FRUTIFICACAO DE Lentinula boryana E Lentinula
edodes

Cogurhelos provenientes de um experimento de cultivo em toras de Eucalyptus spp. da
Embrapa-Florestas-Pr, A — L. edodes; B — L. boryana
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43 ANALISES COMPARATIVAS DOS POLISSACARIDEOS PRESENTES NOS
CORPOS DE FRUTIFICACAO DE Lentinula edodes e Lentinula boryana

A figura 3 mostra, esquematicamente, quais etapas foram realizadas para comparar

quimicamente os polissacarideos presentes nos corpos de frutificagdo dos dois cogumelos.

FIGURA 3. ESQUEMA SOBRE A AVALIACAO QUIMICA DOS CORPOS DE
FRUTIFICACAO DE Lentinula edodes e Lentinula boryana

Cogumelos secos e picados
Metanol:Cloroformio (1:1) 25 °C, 2 horas, 3X

Fragdo Organica

Residuo
Agua 100 °C, 120 min

Residuo | Extratoaquoso |
Etanol gelado 4 VVolumes
Centrifugacao 15.000 g
Rendimento | |
- <« Precipitado Sobrenadante
Proteinas "
etandlico
Composicao
monossacaridica Gelo/degelo 3X
Metilacdo <«—| Fracdo insoltvel —
RMN
HPSEC-MALLS <+— Fracao solavel —
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4.3.1 Obtencdo das fragdes organicas e dos precipitados etandlicos dos corpos de
frutificacdo de L. boryana e L. edodes

Os cogumelos secos e picados (10 g) foram extraidos com 200 ml de solucdo dos
solventes metanol:cloroférmio (1:1), 3 vezes consecutivas, sendo mantidos sob agitacdo em
agitador magnético, a temperatura ambiente por duas horas. Os materiais foram filtrados
em algoddo e os sobrenadantes chamados de Fracdo Organica LB, referente ao L.
boryana, e Fragdo Organica LE, referente ao L. edodes.

Com os residuos insoluveis das Fragcdes Organicas, foram feitas as extragdes com
agua a 100° C, por duas horas. Os materiais foram filtrados duas vezes em algoddo. Os
extratos foram reduzidos de volume em rotavapor e precipitados com 3 volumes de etanol
(96 °GL) gelado. Os precipitados foram separados dos sobrenadantes por centrifugacéo,
sendo estes redissolvidos em agua quente e secos por liofilizacdo. Estes precipitados foram
chamados de Precipitado etandlico L. boryana (pptLb) e Precipitado etandlico L.

edodes (pptLe).

4.3.2 Gelo e degelo

Os precipitados etandlicos, obtidos no item 4.3.1, foram dissolvidos em &gua quente
e congelados em freezer (-18 °C). Os materiais congelados foram deixados em geladeira (4
°C) até o descongelamento total. As fracdes insollveis foram separadas das soluveis por
centrifugac@o. As fragOes insoliveis foram novamente dissolvidas em &gua quente e o
processo foi repetido mais duas vezes. Finalizadas as etapas, as fracbes foram reunidas

sendo chamadas de Lbl e Lel as fragBes insoluveis, e LbS e LeS as fragBes soluveis.

4.3.3 Determinacdo dos rendimentos e dosagem de proteinas

Para a determinacdo dos rendimentos, de pptLb, pptLe, Lbl, Lel, LbS e LeS, as
amostras secas foram pesadas, em balanca analitica, antes e depois do processo de extracdo
e do gelo e degelo.

A proteinas foram dosadas nos precipitados etandlicos, nas fragfes insolUveis e nas
fracOes sollveis pelo método descrito por Lowry (LOWRY, 1951).
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4.3.4 Determinacdo da distribuicdo das macromoléculas por HPSEC-MALLS

Para estd analise as amostras foram dissolvidas em agua MILLI-Q, filtradas em
membranas MILLIPORE de 0,22 um e analisadas por cromatografia de exclusdo estérica
de alta eficiéncia (HPSEC-MALLYS).

4.3.5 Determinacdo da composicao monossacaridica dos polissacarideos

Cada amostra (2 mg) foi pesada e hidrolisada com solugéo de TFA 1 M, em estufa a
100 °C por doze horas (GORIN et al., 1996). Depois de hidrolisada a amostra foi evaporada
na temperatura ambiente em placa de Petri. O material hidrolisado foi ressolubilizado, em
agua destilada, e colocado em baldo de 50 ml para rotavapor.

Os monossacarideos obtidos na hidrolise do material foram examinados por CCD,
0s quais foram reduzidos pela adicdo de boridreto de sédio, acompanhando-se 0 pH com
papel indicador universal (Merck 0-14), pH 10, por 12 horas a temperatura ambiente
(WOLFROM; THOMPSON, 1963). A reducdo foi terminada pela neutralizagdo com a
adicdo de algumas gotas de acido acético. Entdo o material foi seco e lavado quatro vezes
com metanol, em evaporador rotatdrio sob pressao reduzida.

Apb6s a lavagem com metanol, foi feita a acetilagdo dos derivados reduzidos
utilizando 1 (um) ml de anidrido acético e 1 (um) ml de piridina (WOLFROM,;
THOMPSON, 1963). O meio reacionario foi mantido por 12 horas a temperatura ambiente.
Apos este periodo a reacdo foi interrompida pela adicdo de gelo moido e os derivados
acetilados foram extraidos com cloroformio. Para retirada da piridina e quebra total do
anidrido acético, foram feitas diversas lavagens com solucéo de sulfato de cobre a 5%(p/v)
até quando ndo ocorreu alteracdo na coloragao da solugdo de CuSQO,. A fracdo cloroférmica
foi filtrada em algoddo com carbonato de sddio anidro. Apds secura, os derivados alditois-
acetato foram ressolubilizados em acetona e analisados em CG-EM, comparando seus
valores de Rt e seus perfis de IE-MS com padrdes de alditdis acetato (Sigma Co.). Foi
utilizada uma coluna capilar (DB-225 30 m x 0.25mm d.i) e o Hélio como gas de arraste

(fluxo de 2 ml.min™). Foi utilizado a seguinte programagdo da rampa de temperatura:
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elevacdo da temperatura em 50 °C por um minuto até 220 °C (40 °C min™), temperatura

mantida isotermicamente até o final da corrida (25 min).
4.3.6 Analise das ligacdes glicosidicas dos polissacarideos por metilacao

A amostra (2 mg) foi pesada e dissolvida em 1 ml de DMSO, agitada em agitador
magnético por 10 minutos. Em seguida foram adicionados aproximadamente 50 mg de
NaOH pulverizado. A mistura foi agitada fortemente por alguns minutos e entdo foram
adicionadas cinco fragdes de 0,1 ml de iodeto de metila (CHsl), com 5 minutos de agitacdo
entre cada adicdo, terminadas estas etapas foram adicionados 0,5 ml de CHsl, 1 ml de
DMSO e 50 mg de NaOH pulverizado, entdo a reacdo foi mantida sobre agitagdo durante
12 horas. A metilagdo foi interrompida com adicdo de gelo moido e neutralizagdo com
acido acético, e os derivados metilados extraidos com cloroférmio. O cloroférmio contendo
o material foi lavado 10 vezes com agua destilada e mantido a temperatura ambiente até a
secura, entdo o material foi hidrolisado por 2 horas com solugdo de HCI(3,5%) em metanol
a 80 °C, foi feita neutralizacdo com carbonato de prata e o sobrenadante foi retirado e
evaporado a temperatura ambiente. No material seco foi adicionado 1 ml de H,SO,4 0,5 M,
sendo mantido em estufa a 100 °C por 14 horas. O material foi neutralizado com carbonato
de bario até pH 7 e o sobrenadante foi reduzido com boro hidreto de sédio por 4 horas a
temperatura ambiente. O material foi lavado, acetilado e analisado conforme descrito no
item 4.3.5 (WOLFROM; THOMPSON, 1963).

4.3.7 Andlise das ligagdes glicosidicas por ressonancia magnética nuclear de carbono-13
(RMN-C)

As amostras foram dissolvidas em D,O ou DMSO (deuterado) conforme a analise.
Entdo foram colocadas em tubos de RMN de 5 mm de didmetro interno e 0s espectros de
ressonancia magnética nuclear de carbono-13 foram obtidos em espectrdmetro BRUKER,
Avance, DRX 400. Os espectros de RMN de **C foram obtidos com o carbono desacoplado
em 100.24 MHz, para o nicleo de *C, sendo realizadas varreduras de 50 a 100 mil scans ,

utilizando o DMSO ou acetona (6w 2.224, 5¢ 30.2) como padréo interno.
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4.4 INFLUENCIA DAS CONDICOES QUIMICAS E FISICAS NO CRESCIMENTO
RADIAL DO MICELIO DOS MACROFUNGOS Lentinula boryana E Lentinula edodes
EM MEIO SOLIDO (BATATA DEXTROSE AGAR).

Na figura 4 a estdo relacionados os experimentos que comparam a influéncia das

condicBes de cultivo no crescimento radial dos macrofungos L. boryana e L. edodes em

placas contendo BDA. A figura 4 b é referente aos experimentos sobre a influéncia do meio

no crescimento radial e no ganho de massa micelial seca de L. boryana, estes experimentos

foram realizados sobre membranas colocadas sobre o0 meio de cultivo (BDA).

FIGURA 4. AVALIAGAO DA INFLUENCIA DE CONDICOES FISICAS E
QUIMICAS NO DESENVOLVIMENTO DOS MACROFUNGOS.

A

Crescimento
Radial em placas

(BDA)

A 4 A 4 A 4

pH Nitrogénio Temperatura

Y Y VL
3,8 Fontes 20°C
45 Simples 22°C
57 X 25° C
7,2 Complexas 28° C

R
Crescimento
radial sobre
membranas
A 4 Y A
pH Nitrogénio Diferentes
concentracoes
v ! de extrato de
3,8 Fontes malte
45 Simples
57 X
7,2 Complexas

Esquema dos experimentos realizados em placas de cultivo contendo BDA(batata dextrose
e agar) A- Comparativo entre L. edodes e L. boryana. B- Crescimento de L. boryana sobre
membranas em placas de cultivo com BDA
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4.4.1 Estudos comparativos sobre o crescimento micelial entre Lentinula boryana (BERK.

& MONT.) PEGLER e Lentinula edodes (BERK.) PEGLER

Parte destes experimentos foi desenvolvida tendo como referéncia os trabalhos

realizados por Mitchell e Doelle (1989a) e Mitchell (1989b), com algumas modificacdes.

4.4.1.1 Preparo dos meios de cultura, incubacéo e condicdes de cultivo

O meio de batata dextrose e agar (BDA) comercial (Biobras®) (3,9 g) foi dissolvido
em 90 ml de &gua destilada e preparado conforme instrucGes do fabricante. Os demais
nutrientes foram dissolvidos em 10 ml de agua destilada nas quantidades especificadas.
Todos os componentes dos meios foram autoclavados, separadamente, a 120 °C por 15
minutos e entdo misturados. Entdo a mistura foi distribuida em placas de Petri estéreis de
90 mm de diametro (10 ml/placa). Apds gelificagdo, cada placa recebeu um disco de 6 mm
de didmetro de uma cultura recente do macrofungo em BDA. No estudo do efeito da
temperatura as placas foram mantidas em diferentes salas climatizadas, nos demais
experimentos as placas foram incubadas no escuro a 20 °C.

Para a determinacdo do pH do meio O BDA foi pesado e dissolvido, com
agquecimento, em 10 vezes o0 seu peso em agua MILLI-Q. O pH foi medido em pHmetro
guando a mistura estava em 30°C.

Para a determinacéo do efeito da temperatura sobre o crescimento micelial dos
macrofungos as placas contendo meio BDA foram preparadas, inoculadas e incubadas no
escuro em diferentes salas climatizadas a 20 °C, 22 °C, 25 °C e 28 °C, com variagdo de + 1
°C.

4.4.1.2 Crescimento micelial radial
O crescimento micelial foi desenvolvido em placas estéreis (descartaveis), de 90

mm de didmetro, contendo meio de batata-dextrose-agar comercial (BIOBRAS). Todas as

analises foram feitas em triplicata.
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Para acompanhar o crescimento radial do micélio, foram tracadas retas
perpendiculares nas placas e foram feitas medi¢fes, com a ajuda de um paquimetro, do
micélio em crescimento, considerando o didmetro maior entre as hifas. Estas medidas
foram realizadas a cada 24 horas.

Com as informacgdes sobre os didmetros dos micélios, foram feitos gréaficos
relacionando os raios das coldnias (mm) com o tempo (dias). Foram aplicadas linhas de
tendéncia dos graficos e o nivel de crescimento micelial radial foi estabelecido pela

inclinacdo (coeficiente angular) destas linhas de tendéncia.

4.4.1.3 Analises estatisticas

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo e as médias foram
consideradas significativamente diferentes quando p < 0,05. Para isto foi utilizado o
programa STATISTICA: ANOVA/ MANOVA de uma ou mais vias (dependendo da

analise) e o teste Tukey para as analises de significancia.

4.4.1.4 Efeito do pH inicial no crescimento micelial dos macrofungos

O BDA (3,9 g) foi dissolvido em 90 ml de &gua destilada e esterilizado. Com o

meio ainda liquido, foram adicionados os seguintes compostos descritos na TABELA 1.

TABELA 1 QUANTIDADES DE H3PO, (100mM), KHzPO, (100mM) E K:HPO,
(100mM) A SEREM ADICIONADAS NO BDA PARA OBTENGCAO DE
DIFERENTES pHs

pH 38 | pH 45 | pH 57 | pH 7,2
HsPO,4 (100mM) | 100ml | 6,5 ml _ _
KH,PO,4(100mM) _ 35ml | 100ml | 1,0 ml
KoHPO,4(100mM) — — — 9,0 ml

As placas contendo meio BDA em diferentes pHs foram preparadas e inoculadas, conforme

descrito no item 4.4.1.2 e entdo foram incubadas no escuro a 20 °C.
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4.4.1.5 Efeito de diferentes fontes de nitrogénio no crescimento micelial dos macrofungos

Em 90 ml do BDA preparado foram adicionados, individualmente, 10 ml das
solugdes contendo 0,5, 1,0 e 2,0 gramas das fontes de nitrogénio simples e complexas,
sendo as simples: tartarato de amonio (NH4C4H4Og); cloreto de aménio (NH4CI); sulfato de
amonio ((NH4),SO,); fosfato de aménio (NH4H,PO,), e as complexas: extrato de levedura
e extrato de malte.

As placas contendo os meios foram preparadas e inoculadas, conforme descrito no
item 4.4.1.1 e entdo foram incubadas no escuro a 20 °C.

4.4.2 Efeito das condi¢des do meio no crescimento micelial de Lentinula boryana (BERK.
& MONT.) Pegler crescido sobre membranas

4.4.2.1 Preparo dos materiais

As membranas utilizadas nestes experimentos foram obtidas a partir do corte de
sacos de dialise, MEMBRA-CEL MD20 X 100CLR. Os sacos foram hidratados, abertos e
cortados nas dimensdes de 5 cm por 5cm. Estas membranas foram colocadas em
erlenmeyers de 500 ml contendo 100 ml de &gua destilada e foram esterilizadas em
autoclave a 120 °C por 15 minutos

Todos os materiais foram preparados conforme descrito no item 4.4.1.1, apenas que,
apods a gelificacdo dos meios, as membranas previamente esterilizadas foram colocadas no
centro das placas. Da mesma forma, as inocula¢des foram realizadas conforme descrita
anteriormente (item 4.4.1.1), apenas os indculos foram colocados sobre as membranas. Foi

feita incubacéo das placas no escuro a 20 °C.

4.4.2.2 Determinacéo do crescimento radial e da massa micelial seca de Lentinula boryana

Os crescimentos radiais foram determinados conforme descrito no item 4.4.1.2. As

massas miceliais secas foram determinadas retirando os micélios crescidos sobre as
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membranas, com ajuda de uma espatula de inox. Os micélios foram secos em estufa a 60

°C e dessecador até peso constante.

4.4.2.3 Efeito do pH inicial do meio no crescimento micelial (radial e massa seca) de

Lentinula boryana

As placas contendo BDA com diferentes pHs iniciais foram preparadas como
descrito no item 4.4.1.4, entdo foram adicionadas as membranas as placas e foram feitas as
inoculagdes conforme descrito no item 4.4.2.1. As medidas de crescimento foram
realizadas diariamente e as massas secas dos micélios foram determinadas ap6s 7 e 12 dias

de cultivo.

4.4.2 4 Efeito da adicdo de diferentes fontes de nitrogénio sobre o ganho de massa micelial

seca de L. boryana apds 10 dias de cultivo

Em 90 ml do BDA, preparado conforme item 4.4.1.1, foram adicionados,
individualmente, 10 ml das solug¢Ges contendo 0,5 gramas das fontes de nitrogénio: tartarato
de amdnio (NH4C4H40s); sulfato de amonio ((NH,).SO,); fosfato de amdnio monobasico
(NH4H2PQO,), peptona, extrato de levedura e extrato de malte.

Apos incubagdo de 10 dias no escuro a 20 °C, os micélios foram removidos e a

massa micelial seca foi determinada conforme descrito no item 4.4.2.2.

4.4.2.5 Efeito da adicdo de diferentes concentragdes de extrato de malte no crescimento

micelial (radial e massa seca) de Lentinula boryana

Em 90 ml de BDA preparado, conforme item 4.4.1.1, foram adicionados,
individualmente, 10 ml das solugdes contendo 0,25; 0,5; 1; 2; 3 gramas de extrato de malte,
previamente esterilizado. Foram adicionadas as membranas e as placas foram incubadas a
20 °C no escuro, conforme descrito no item 4.4.2.1. As medidas do crescimento radial
foram realizadas todos os dias, semelhante ao item 4.4.1.2, e as massas secas foram obtidas

apds 7 e 11 dias de fermentagdo, conforme descrito no item 4.4.2.2.
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45 OBSERVACAO DOS FATORES INFLUENCIADORES DA PRODUCAO DE
PIGMENTO TIPO MELANINA POR L. boryana E CARACTERIZACAO
ESPECTROSCOPICA DESTA MELANINA.

4.5.1 Registro fotografico

Durante o crescimento micelial de Lentinula boryana nas diferentes condigdes de
cultivo, ocorreram mudancas na coloracdo do meio de cultivo e do proprio micélio. Estas
mudancas de coloracdo foram registradas por fotografias utilizando uma maquina digital
marca D-150 Zoom OLYMPUS brio zoom, as placas foram colocadas a uma distancia
média de 50 cm da camara fotografica.

4.5.2 Efeito da temperatura na producdo de melanina

A produgdo de pigmento escuro ocorreu durante o experimento sobre efeito da
temperatura no crescimento micelial de L. boryana e L. edodes, conforme descrito no item
4.4.1.5. Para confirmar esta observagdo foram feitas novas placas e repetido o experimento,

e entdo foi feito registro fotografico, conforme item 4.5.1.

4.5.3 Efeito da idade do micélio e da disponibilidade de nutrientes na producao de melanina

em resposta a variagdo de temperatura

Trés placas contendo BDA foram preparadas e inoculadas, conforme descrito no
item 4.4.1.2, e entdo foram incubadas no escuro, durante 15 dias, apés este periodo as
placas foram transferidas para sala de cultivo a 28 °C. Ap6s 20 dias as placas foram
retiradas e fotografadas, conforme item 4.5.1.

Outras trés placas, contendo BDA, foram preparadas, foi adicionada a membrana
sobre 0 meio e foi feita a inoculagcdo sobre esta membrana, conforme descrito no item
4.4.2.1. Inicialmente estas trés placas foram mantidas em sala de cultivo a 20 °C. Ap6s 12
dias de incubacdo os micélios crescidos sobre as membranas foram transferidos para trés

novas placas, que continham BDA recentemente preparado. Apés este periodo estas novas
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placas foram mantidas a 28 °C, por mais 20 dias. Entdo as placas foram retiradas e
fotografadas, conforme item 4.5.1.

4.5.4 Efeitos dos contaminantes e da interagdo entre micélios na producdo de melanina

Em placas de Petri de 150 mm de didmetro interno contendo 30 ml de BDA,
preparado conforme descrito no item 4.4.1.1, foram inoculados dois discos (6 mm) de BDA
contendo uma cultura nova de L. boryana e dois discos de L. edodes, as placas foram
mantidas em sala de cultivo a 20 °C os resultados foram observados e fotografados
conforme item 4.5.1.

4.5.5 Efeito da concentragdo de agar na producdo de melanina

Em meio liquido de extrato de batata (Extracdo Longa), dextrose (2%) e extrato de
malte (1%), preparado conforme sera apresentado no item 4.5.7.2, foram adicionados
diferentes concentragbes de agar bacteriolégico (0; 0,5; 1; 2; 3 %). Trés ml destes meios
foram colocados em tubos de ensaio de 70 mm de altura com um didmetro interno de 10
mm. Apos o resfriamento e gelificacdo do meio, cada tubo recebeu um disco de BDA (6
mm de diametro) contendo uma cultura recente de Lentinula boryana. Os tubos foram
incubados durante dois dias, no escuro em sala climatizada a 20 °C. Apos este periodo, 0s
tubos foram transferidos para 28 °C, permanecendo nestas condigdes por 28 dias. Os

resultados foram observados e registrados por fotografia conforme item 4.5.1.

4.5.6 Efeito do oxigénio na producdo de melanina

O BDA foi preparado conforme item 4.4.1.1, e 3 ml do mesmo foram colocados em
cada tubo de ensaio de tampa rosqueada, com as seguintes dimens@es: altura-100 mm;
diametro interno 12 mm. Apds a gelificagdo o meio foi inoculado com um disco de 6 mm
BDA contendo uma cultura recente de L. boryana. Os tubos foram fechados de maneira que
ndo permitissem a troca de gases com o ambiente e foram incubados no escuro a 20 °C.

Depois de 5 dias de incubagéo, trés tubos foram abertos, e suas tampas foram mantidas
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parcialmente fechadas. Estes trés tubos, juntamente com outros trés que ficaram mantidos

fechados foram transferidos para 28 °C e mantidos nestas condi¢des por 20 dias.

4.5.7 Estimativa da producdo de melanina por L. boryana e L. edodes em meio liquido nas

temperaturas de 20 e 28 °C.

4.5.7.1 Preparo do in6culo de L. boryana e L. edodes em meio sdlido(BDA)

Em placas de Petri de 150 mm de didmetro interno, foram adicionados 30 ml de
BDA, preparado conforme descrito no item 4.4.2.1, adicionado de extrato de malte (2%).
Nestas placas foram colocadas 4 membranas esterilizadas e sobre estas membranas foram
colocados 4 in6culos de cada um dos dois macrofungos. As placas foram mantidas a 20 °C
por 10 dias. Apoés este periodo os micélios crescidos sobre as membranas foram retirados
com ajuda de uma espatula de inox. Separadamente, quatro micélios de cada fungo,
crescidos sobre as membranas, foram colocados em liquidificador de metal, previamente
estilizado, acrescido de 33,33 ml de agua destilada estéril. O micélio foi moido durante 5
segundos na velocidade maxima do equipamento, entdo o micélio foi filtrado em peneira de
aco inoxidavel, a fracdo retida na peneira foi retornada ao liquidificador e o processo foi
repetido mais duas vezes.

Cada frasco de cultivo foi inoculado com 10 ml desta suspenséo de micélio.

4.5.7.2 Preparo do meio liquido de batata dextrose e extrato de malte

O meio de cultivo liquido foi preparado pela extragdo dos nutrientes de batatas
compradas no mercado local. As batatas foram lavadas, descascadas, e ralada em ralador, e
entdo 240 g destas batatas raladas foram extraidas em agua destilada a 100 °C, por trinta
minutos. Ao extrato obtido foram adicionados 24 g de glucose anidra e 12 g de extrato de
malte. Foi completado o volume de agua para 1080 ml.

Este meio liquido (90 ml cada) foi transferido para 12 erlenmeyers de 500 ml. O
meio e 0s demais materiais utilizados foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a

120 °C. Ap6s o resfriamento, foram adicionados 10 ml de suspensdo de micélio (indculo).



26

Metade dos frascos foram inoculados com o L. boryana e outra metade foi
inoculada com L. edodes. Entdo foi feito um cultivo em duas etapas, na primeira etapa 0s
frascos foram inoculados sem agitacdo, no escuro a 20 °C por 21 dias. Ap0s este periodo
iniciou-se uma segunda etapa, em que trés frascos de cada macrofungo foram transferidos
para um agitador de frascos (120 rpm), no escuro em sala climatizada de 28 °C. Os demais
frascos foram mantidos nas mesmas condigdes da primeira etapa. Passados 10 dias da
segunda etapa, em condigdes estéreis, foram retirados 1 ml de cada um dos 12 frascos, este
procedimento foi repetido por mais 4 vezes com um intervalo de 5 dias entre cada retirada
de amostras. As amostras foram congeladas e armazenadas em freezer a —10 °C. Depois da
ltima retirada de aliquotas, as densidades Opticas das amostras foram analisadas em
espectrofotdmetro marca FEMTO modelo 700 plus, em 475 nm (NAKAMURA et al.,
2003).

4.5.8 Avaliagdo da atividade antibiotica in vitro dos caldos de cultivo de L. boryana e L.

edodes e da melanina purificada.

Neste experimento foram utilizados os meios de cultivo obtidos no experimento
sobre a producdo de melanina por L. boryana e L. edodes item 4.5.7. Apds 30 dias da
segunda etapa, foi separado um frasco de cada macrofungo crescidos nas duas condicoes
(20 e 28 °C), os meios de cultivo foram separados do micélio por filtracdo em I& de vidro.
50 ml de cada caldo de cultivo foram colocados em béquer de 250 ml, e os frascos foram
mantidos em estufa ventilada a 50 °C até a secura. Foram retirados com espatula 20 mg do
residuo de cada béquer e dissolvidos em 200 ul de agua destilada, 20 ul destas solucdes

foram aplicados em discos de antibiograma, estes discos foram secos em liofilizador.
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4.5.9 Preparo dos materiais para o antibiograma.

O meio agar Muller Hinton (BIOBRAS) comercial (3,8 g) foi pesado e dissolvido
em 100 ml de agua destilada, apds 10 minutos a temperatura ambiente. O meio foi aquecido
até a fervura.

Da mesma forma o meio agar Nutriente (BIOBRAS) (3,1 g) foi pesado e dissolvido
em 100 ml de agua destilada, apds 10 minutos a temperatura ambiente. O meio foi aquecido
até a fervura, em seguida os materiais foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a
121 °C. O éagar nutriente foi colocado em tubos de ensaio que foram mantidos inclinados
até a gelificacdo. Cerca de 30ml do agar Muller Hinton foram transferidos para placas de
Petri estéreis de 190 mm de diametro.

As bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus metacilina resistente
(MSRA) foram inoculadas nos tubos contendo o agar nutriente e incubadas a 36 °C por 24
horas. Apos este periodo, com auxilio de uma alga de platina, foi retirado uma aliquota de
cada bactéria e feita uma solucdo em NaCl 0,9%, A turbidez destas solucGes foi ajustada
entre os valores de 0,05 e 0,1 da escala de MCFARLAND (0,05; 0,1 e 0,2 ml de cloreto de
bario em 10 ml de &cido sulfarico).

Com a ajuda de um swab de cabo plastico as bactérias foram inoculadas
homogeneamente nas placas com o0 meio Muller Hinton. Ap6s a secagem (alguns minutos)
foram adicionados os discos contendo os meios de cultivo em estudo. Como controle
positivo foram colocados discos comerciais contendo os antibidticos gentamicina,
clindamicina e vancomicina. Entdo as placas foram inoculadas a 36 °C. Ap0s 24 horas as
placas foram retiradas e fotografadas.

Paralelamente, foi feita a verificagdo da atividade antibacteriana da melanina
produzida. Para isto foi utilizada a melanina “purificada”, conforme descrito a seguir no
item 4.5.10, 150 mg desta melanina foram dissolvidos em 150 ul de solugdo de KOH (0,05
M). Foram adicionados em cada disco de antibiograma 5, 10 e 15 ul desta solucéo de
melanina. Como controle negativo foi utilizada esta mesma solugédo de KOH (0,05M). Os

demais procedimentos foram idénticos aos citados acima.
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45.10 Purificagdo da melanina produzida por L. boryana e obtencdo das amostras
utilizadas nas analises de RPE, RMN e IV.

O micélio de L. boryana foi cultivado em meio liquido (BD e 1% de extrato de
malte) durante 21 dias a 20 °C e entdo foi transferido para sala a 28 °C, item 4.5.7. Apds 30
dias em 28 °C, o micélio foi separado do meio de cultivo por filtracdo em I& de vidro. Este
micélio foi extraido a quente (70 °C), com solucdo de NaOH 0,1 M. Foram feitas trés
extracdes a quente e as extracOes foram agrupadas. Entdo foi feita a precipitacdo da
melanina com a adi¢do de HCI até pH 3 e o precipitado foi retirado do sobrenadante por
centrifugacdo. Este precipitado foi dissolvido em NaOH (1 M), para cada 1 ml de solucdo
de NaOH foram adicionados 4 ml de agua destilada. Entdo a melanina foi precipitada
novamente com HCI e retirada por centrifugacdo. Este processo foi repetido mais trés vezes
e ai entdo a melanina foi seca por liofilizacdo (DELLA-CIOPPA et al., 1998).

Os micélios utilizados nas analises do EPR e do infravermelho foram obtidos da
mesma maneira acima, sem que tenha sido realizada a extracdo com NaOH.

O exsudato analisado por infravermelho foi retirado do micélio de L. boryana
produzido em meio sélido contendo BDA e extrato de malte (1%). Este micélio foi crescido

em 20 °C por 10 dias e entdo transferido para 28 °C, sendo mantido assim por 60 dias.

4.5.11 Estudo da interacdo entre ions metalicos e as melaninas produzidas por L. boryana

por espectrometria de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE)

Para as analises de RPE as amostras sélidas (liofilizadas) foram colocadas em tubos
de quartzo e analisadas em espectrdmetro BRUKER, modelo ESP 300 E, banda X (9,5
GHz) com modulagéo de freqiéncia de 100 KHz. As amostras foram analisadas a 77 K
(nitrogénio liquido). Foram utilizados também os programas WIN-EPR® Version 1.0 e o

programa SinFonia®.
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4.5.12 Anélise da melanina “purificada” por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para esta analise, 50 mg da melanina “purificada” foram dissolvidos em NaOH/D,0. As
amostras dissolvidas foram colocadas em tubo de RMN de 5 mm de didmetro interno e 0s
espectros de ressonancia magnética nuclear carbono-13 (RMN-"C) e de RMN-'H foram
obtidos como descrito anteriormente no item 4.3.7.

4.5.13 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier da melanina

produzida por L. boryana

Foi pesado 1 mg das amostras a serem analisadas e adicionados 99 mg de KBr grau
espectroscopico. Entdo foram feitas pastilhas destas misturas em pastilhadora com 8
toneladas por cm? de pressdo. Estas pastilhas foram analisadas em espectrofotdmetro marca
BIO-RAD série Excalibur.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDO COMPARATIVO SOBRE OS POLISSACARIDEOS PRESENTES NOS
CORPOS DE FRUTIFICACAO DE Lentinula boryana (BERK. & MONT.) PEGLER E
DE Lentinula edodes (BERK.) PEGLER.

5.1.1 Rendimentos obtidos nas extracbes com agua a 100 °C e nos processos de gelo e

degelo

Como descrito no item 4.3.1 de materiais e métodos, os corpos de frutificacdo,
doados para as analises pelos pesquisadores da EMBRAPA-FLORESTAS, foram extraidos
com agua quente e precipitados com 3 volumes de etanol gelado.

Os precipitados etandlicos de L. boryana e L. edodes foram chamados de pptLb e
pptLe, respectivamente. Do processo de gelo e degelo, conforme descrito no item 4.3.2, as
fracOes insollveis e as fragdes sollveis em agua gelada foram chamadas de Lbl e LbS para
0 L. boryana e Lel e LeS para o L. edodes respectivamente. Os rendimentos das extracgoes,

as proporcoes das fragfes sollveis e insollveis estdo demonstrados na tabela 2.

TABELA 2. RENDIMENTOS ENCONTRADOS PARA OS PRECIPITADOS
ETANOLICOS, FRACOES SOLUVEIS E INSOLUVEIS DE L. boryana E L. edodes

Precipitado etanolico
mg/g de cogumelo

Fracdo insoluvel (G/D
%(p/p) precipitado

Fracdo (G/D) soluvel
%(p/p) precipitado

total total
Lentinula boryana 50,58 (pptLb) 22,4 (Lbl) 77,6 (LbS)
Lentinula edodes 73,32 (pptLe) 11,5 (Lel) 88,5 (LeS)




31

Estes resultados mostram que o pptLb foi menor que pptLe, mas ndo pode-se com
isto concluir que a concentracdo de polissacarideos presentes nos corpos de frutificacdo de
Lentinula boryana é inferior ao Lentinula edodes, uma vez que ndo foi feita uma extracéo

exaustiva, durante varias horas, com um acompanhamento da extracdo de carboidratos.

5.1.2 Dosagem de proteinas nos precipitados etanolicos

As quantidades de proteinas encontradas nos precipitados etanolicos dos corpos de
frutificacdo de ambos os cogumelos foram bastante similares, sendo que para o Lentinula
edodes e Lentinula boryana foram encontrados respectivamente 62 e 58 mg por grama de

precipitado.

5.1.3 Determinacgdo da distribuicdo das macromoléculas por HPSEC-MALLS

Nas analises por HPSEC-MALLS, as amostras, que sdo misturas de
macromoléculas, sdo passadas em uma coluna de exclusdo estérica e detectadas por dois
detectores diferentes, um de indice de refragdo RID (linhas azuis nos graficos) que indicam
as concentracdes relativas das moléculas e outro de espalhamento de luz (linhas vermelhas
nos graficos) que sao referentes as massas moleculares relativas das moléculas.

O perfil de distribuicdo das macromoléculas encontradas no precipitado etandlico
(pptLb), na fracdo insoluvel (Lbl) e na solivel (LbS) de Lentinula boryana estéo

mostrados na figura 5 (a), (b) e (c) respectivamente.
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FIGURA 5. ANAL~ISES DAS MACROMOLECULAS PROVENIENTES DOS CORPOS
DE FRUTIFICACAO DE L. boryana POR HPSEC-MALLS
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vermelhas referentes ao espalhamento de luz; Linhas azuis referentes ao indice de refragéo.

Como era esperado, as analises do HPSEC-MALLS sugerem que, com 0 pProcesso
de gelo e degelo, houve uma prévia separacdo das moléculas, as moléculas com peso
molecular maior ficaram insoliveis em agua gelada, o que pode ser observado pelo
aumento da concentracao (linha azul) do pico 1 na figura 5 b em relagdo ao pico 1 da figura
5 a. Os perfis apresentados no HPSEC-MALLS juntamente com os rendimentos
apresentados na tabela 2 sugerem que a fracdo soluvel (LbS) é a porcdo maior do
precipitado etanolico (pptLb), mas possivelmente tém maior nimero de macromoléculas.
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As analises do HPSEC-MALLS das fragdes, pptLe, Lel e LeS, referentes ao

cogumelo L. edodes, estdo mostradas na figura 6 (a), (b) e (c), respectivamente.

FIGURA 6. ANALISES POR HPSEC-MALLS DAS MACROMOLECULAS

PROVENIENTES DO CORPO DE FRUTIFICACAO DE L. edodes.
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Novamente para o L. edodes as analises do HPSEC-MALLS sugerem uma
purificacdo parcial com o processo de gelo e degelo, sendo que as moléculas com pesos
moleculares maiores ficaram na fragdo insoltvel (pico 1 da figura6 b).

O comportamento das amostras pptLb e pptLe frente ao processo de gelo e degelo
foi muito similar, mas ao menos uma diferenca pode ser observada, que foi a maior
concentracdo de um “contaminante” na fracdo insoltvel do L. edodes, representado pelo

pico 6 da figura 6 b.

5.1.4 Determinacdo da composicdo monossacaridica dos polissacarideos dos dois

macrofungos

As composicGes monossacaridicas dos polissacarideos das amostras foram obtidas
por analise, em CG-EM, dos derivados alditdis-acetato, conforme descrito no item 4.3.5 de

materiais e métodos. Os resultados destas analises estdo mostrados na tabela 3.

TABELA 3. COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES pptLb e pptLe,
Lbl, Lel,LbSe LeS

Fracoes Composigdo monossacaridica(%)
Rha Fuc Rib Ara Xyl Man Gal Glc
pptLb 09 15 14 1,2 04 8,6 153 70,7
Lbl 0,8 0,2 52 6,3 87,5
LbS 4,7 15 0,9 0,3 144 23,7 54,2
pptLe 0,6 38 2,8 05 05 114 20,2 60,2
Lel 31 1,8 14,6 9,6 715
LeS 3,1 11 1,0 16,9 22,7 549

Ambos os precipitados etandlicos de Lentinula boryana e Lentinula edodes e (pptLb e
pptLe) apresentaram, nas suas composi¢cdes monossacaridicas, uma predominancia muito
similar de trés aclcares principais: glucose, galactose e manose. Apenas a glucose em
pptLb apresentou uma concentragdo um pouco mais elevada de 70,7 % em relagdo ao
pptLe (60,2%). Também pode-se observar que com o processo de gelo e degelo, ocorreu

um aumento da concentragéo de glucose nas fragdes Lbl e Lel.
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5.1.5 Analise das ligacbes glicosidicas dos polissacarideos por ressonancia magnética

nuclear de carbono-13 (RMN-'3C) e por metilacio

As analises das ligagdes glicosidicas dos polissacarideos dos precipitados etandlicos
(pptLb e pptLe) foram feitas por RMN-"C, conforme descrito no item 4.3.7. Estas
analises visam a observagdo, no espectro de picos caracteristicos das ligagbes glicosidicas.

Na figura 7 estd mostrado o espectro de RMN-*C do precipitado etanélico de L.
boryana, onde pode ser observado na regido de carbono anomérico dois principais sinais
em 6102,6 e 6102,7, caracteristicos de ligagdo glicosidica do tipo B e o sinal em §99,1
referente a unidades em configuragdo o. A regido referente a carbono 6 livre mostra picos
em 660,0 — 50,5 com pequena intensidade, na regido referente a ligacdo do carbono 6
ligado (667,6 — 869,5) ha picos de grande intensidade. Estes dados sugerem presenca de
ligacdo do tipo (1—6). A figura 8 é referente ao precipitado etandlico de L. edodes e pode
ser observado um espectro semelhante ao obtido para L boryana, com uma pequena

diferenca nos sinais em & 97,7 e 6 97,6 que podem sugerir unidades de a-Galp e a-Manp.



FIGURA 7. ESPECTRO DE RMN **C DO pptLb.
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a0

0 a0

Espectro de Ressonancia Nuclear Magnética do precipitado etandlico de L. boryana. Para
esta analise a amostra foi dissolvida em D,0O. Deslocamentos quimicos expressos em ppm.



FIGURA 8. ESPECTRO DE RMN *C DO pptLe

0
290k [ bﬂ'mgﬁ?m\o—uowrr-ﬂom Dr-ﬂvv-um:nv-wotﬁ@
L= o0 R==0 g =E =R N R R =l o ) DTNLTORDOO

oo o MEWNgE-an nNEY T On T R e A =]
cooo [l WS T O Oy 00 B0 B0 DO T D [N e e R s = )
— = [ ol el o i e R R R R ] DOoDDDTORR NN

==

H—E——.

‘\\_\‘ﬁ
%

S
N

x.-.a.;ll.lJ Pl bl L . " ‘."“'*‘ . Ll ._.JJ U

100 0 a0 0 60

Espectro de Ressonancia Nuclear Magnética do precipitado etandlico de L. edodes. Para
esta analise a amostra foi dissolvida em D,0. Deslocamentos quimicos expressos em ppm.
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Com o intuito de comparar os polissacarideos presentes nas fragdes Lbl, Lel, LbS e
LeS, foram feitas analises de RMN-*C (item 4.3.7) e por espectrometria de massa dos
derivados alditois-acetato parcialmente metilados, item 4.3.6 de materiais e métodos. Os
resultados destes dois tipos de analises estdo apresentados em conjunto. Os resultados da
metilacdo estdo apresentados em porcentagens, mas ndo séo referentes a todos os derivados
encontrados, sdo relativos apenas aos maiores picos.

A figura 9 e 10 sdo referentes aos espectros de RMN-C das fragdes insoltveis em
agua fria de L. boryana (Lbl) e L. edodes (Lel), respectivamente. Os principais
assinalamentos observados nos espectros e os tipos de ligacGes que eles sugerem estdo
relacionados na tabela 4.

TABELA 4 PRINCIPAIS ASSINALAMENTOS ENCONTRADOS NOS
ESPECTROS DE RMN-*C DAS AMOSTRAS Lbl E Lel

Principais regides de assinalamentos”

Tipos de Ligagoes Lentinula boryana Lentinula edodes
(Lbl) (Lel)
C-1 O-substituido em conf. 5102,7-61028 8103,0-5103,1
C-3 O-substituido em conf. 585,8-586,5 585,9 — 586,9
C-6 O-substituido em conf. 5 68,5-068,2 568,3 — 568,6
Carbono 6 livre 5 60,7-360,9 560,3 — 861,2

1- Assinalamentos referentes as figuras 9 e 10

As andlises por metilacdo das ligacdes glicosidicas dos polissacarideos das amostras
por vezes concordam e outras vezes discordam com assinalamentos encontrados nos
espectros de RMN-"*C. Por exemplo, a evidéncia da ligacdo do tipo (1—3) foi confirmada
pela presenca, em grande proporcdo do derivado 2,4,6-O-Me-Glucose (53,58% para o Lbl
e 39,79% para o Lel). A ligacdo do tipo (1—6) foi evidenciada pela presenca do derivado
2,4-O-Me-Glucose que indica pontos de ramificacdo nas cadeias dos polissacarideos
(glucose ligada no C1, C3,C6), mas proporcOes deste derivado foram muito diferentes para
as duas amostras ( 32,75% para a Lbl e 6,92% para a Lel) estas proporgdes encontradas

ndo eram esperadas uma vez que, nos espectros de RMN-C, os assinalamentos referentes
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a carbono 6 ligado sdo proporcionais para as duas amostras, portanto era esperado
proporgdes semelhantes deste derivado. A literatura relata que a lentinana encontrada no L.
edodes € um polissacarideo de baixa solubilidade em agua (CHIHARA et al., 1970),
portanto deve estar presente na fragdo insolivel do extrato (Lel). A lentinana é um
polissacarideo formado por cadeias de glucose com ligagdes do tipo B (1—3) com
ramificagBes do tipo B (1—6) numa propor¢do de 5 ligagdes do tipo B (1—>3) para 2 B
(1—>6) (MAEDA et al., 1988). Considerando isto, era esperado que a proporcdo do
derivado 2,4-O-Me-Glucose fosse maior. A lentinana possui uma massa molecular
estimada entre 300 kda a 800 kDa (MAEDA et al., 1988). Esta grande massa molecular
pode ter dificultado a metilagdo, pelo iodeto de metila, das unidades da glucose das
ramificagGes, podendo ser este 0 motivo pelo qual ocorreu a baixa proporcéo do derivado.
Outra possibilidade é que a diferenca entre as proporcdes esteja relacionada a presenca de
uma glucana a(1—3) (SHIDA, et al., 1978), ou seja a proporcdo excedente do derivado
2,4,6-O-Me-Glucose, pode néo ser referente a B-glucana e sim a uma a-glucana.

As proporcdes de terminais ndo redutores (2,3,4,6-O-Me-Glucose) encontrados para
0 Lbl e Lel foram de 4,09% e 16,58%, respectivamente. As proporc¢des de terminais ndo
redutores e de pontos de ramificacfes, das cadeias dos polissacarideos, deveriam ser
similares, mas isto ndo ocorre, portanto € mais uma evidéncia de que o0 processo de
metilacdo pode néo ter sido totalmente efetivo nos pontos de ramificagéo.

Nas andlises dos derivados metilados também foi evidenciada a presenca dos
derivados 2,3,6-O-Me-Glucose (8,10%-Lbl; 30,62%-Lel) que € referente a ligagao do tipo
(1—>4) e do derivado 2,4,6-O-Me-Manose (1,48%-Lbl; 6,92%-Lel) o que é referente a
unidades de manose com ligagédo do tipo (1—3). As unidades de glucose com ligacédo do
tipo (1—4) podem ser referentes ao glicogénio que € o polissacarideo de reserva dos fungos
(GRIFFIN, 1994). Como visto, estas ligacOes citadas acima ndo foram evidenciadas nos
espectros de RMN-C, isto pode ter ocorrido por que quando estas amostras foram
dissolvidas em DMSO deuterado, parte do material foi solubilizado enquanto outra parte

ficou precipitado.
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FIGURA 9. ESPECTRO DE RMN-C DE Lbl
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FIGURA 10. ESPECTRO DE RMN-C DE Lel
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Nas figuras 11 e 12 estdo representados os espectros de RMN-C das amostras LbS e
LeS, respectivamente. Os principais assinalamentos observados nos espectros e 0s tipos de

ligacOes que eles sugerem estdo relacionados na tabela 5.

TABELA 5 PRINCIPAIS ASSINALAMENTOS ENCONTRADOS NOS
ESPECTROS DE RMN-*C DAS AMOSTRAS LbS E LeS

Principais regides de assinalamentos

Tipos de LigacGes Lentinula boryana Lentinula edodes
(LbS) (LeS)
C-1 O-substituido em conf. 8103,9-6102,5 5103,9
C-1 O-substituido em conf. o 5100,4 -599,2 899,3 — 899,1
C-3 O-substituido em conf. 585,9-885,8 586,1 — 885.9
C-6 O-substituido em conf. 586,07 — 6 85,9 568,05
Carbono 6 livre e 6 60,7-660,9 862,2 — 561,7

Os principais derivados alditois-acetato parcialmente metilados encontrados para as
fracOes sollveis correspondentes ao L. boryana e L. edodes estdo relacionados na tabela 6,
onde pode ser observada para o LbS a predominancia do derivado 3,4-O-Me-Galactose
referente a unidades de galactose com ligacfes do tipo (1—2) e (1—6). Ja para o LeS a
predominéncia foi do derivado 2,3,6-O-Me-Glucose referente a glucose ligada em (1—4).
Nos dois fungos o derivado referente a ligagdo do tipo (1—3) apresentou porcentagens

semelhantes, o que ocorreu também com 2,4-O-Me-Glucose e 0 2,3,4-O-Me-Galactose.
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TABELA 6 RESULTADO DAS ANALISES DE METILACAO DAS FRACOES
SOLUVEIS E INSOLUVEIS DOS MACROFUNGOS

Derivados aldit6is-acetato Fracgdes
parcialmente LbS LeS
Metilados (%) (%)
2,4,6-0O-Me-Glucose 10,15 8,74
2,3,6-O-Me-Glucose 15,23 41,35
2,4-0-Me-Glucose 16,72 11,08
2,3,4-0-Me-Galactose 18,03 17,51
3,4-O-Me-Galactose 39,88 21,32

Como visto nas analises de HPSEC-MALLS estas duas fracbes apresentam uma
quantidade variada de diferentes macromoléculas, isto dificulta em muito a avaliacdo dos
resultados de RMN e de metilacdo, portanto seria inviavel sugerir com certa precisdo qual a
relagdo entre os derivados alditéis-acetato parcialmente metilados encontrados e 0s
assinalamentos dos espectros de RMN-C.

Shiida et al. (1975) isolaram do corpo de frutificagdo de L. edodes uma
heterogalactana, solivel em agua. Os autores sugerem que se trata de uma heterogalactana
constituida por um esqueleto principal com unidades de a-D-galactopiranose com ligacao
(1—6), a qual estd parcialmente substituido no carbono 2 por fucose ou manose, mas é
possivel também que as cadeias laterais contenham a mesma estrutura do esqueleto
principal. Os derivados 2,3,4-O-Me-Galactose e 3,4-O-Me-Galactose encontrados no
presente trabalho podem ser constituintes desta heterogalactana relatada no trabalho
referido (SHIDA et al., 1975). Isto sugere que o corpo de frutificacdo de L. boryana pode
conter uma heterogalactana também.

No trabalho realizado por Zhang et al.(1999) foi demonstrada a estrutura quimica de
uma glucana a(1—3) de L. edodes no qual propde algumas relacbes entre 0s
assinalamentos de RMN-'C com as respectivas ligagdes: 5101,7 e 100,6 (C-1), 883,2 (C-
3) mas este polimero referido por Zhang et al.(1999) apresentou insolubilidade na agua,

portanto, provavelmente ndo estaria presente nas amostras LbS e LeS. Neste mesmo
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trabalho foi identificado uma glucana g(1—3) com solubilidade na agua, que apresentou 0s
seguintes assinalamentos similares aos encontrados para a lentinana, 6103,3(C-1), 686,8
(C-3) 668,5(C-6 ligado) o que foi similar ao encontrado para as amostras Lbl, Lel, LbS e
LeS.

FIGURA 11. ESPECTRO DE RMN-** C DE LbS
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FIGURA 12. ESPECTRO DE RMN-* C LeS
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5.1.6 Avaliacdo do potencial biotecnoldgico do L. boryana pela analise dos polissacarideos

presentes no corpo de frutificagcdo

Lentinula edodes é considerado um cogumelo medicinal e este “rotulo” é muitas
vezes devido as atividades dos polissacarideos presentes no corpo de frutificacdo. O
objetivo de fazer uma comparagdo entre os polissacarideos de Lentinula boryana e
Lentinula edodes foi para observar as similaridades e diferengas entre eles, avaliando assim
o potencial do L. boryana como cogumelo medicinal.

Nao ha relatos na literatura que mostram caracteristicas dos polissacarideos contidos
no corpo de frutificacdo de Lentinula boryana, sendo este o primeiro trabalho que busca
fazer esta verificagdo. De maneira geral os resultados mostraram que L. boryana possui
polissacarideos com caracteristicas quimicas muito semelhantes aos do L. edodes,
sugerindo que L. boryana tem potencial para ser um cogumelo medicinal como o L. edodes.
As analises de RMN-*C e metilagdo mostraram que o polissacarideo lentinana
provavelmente tenha ficado na fragdo insoltivel do L. edodes e é provavel que o L. boryana
também possua um ou mais polissacarideos com unidades de glucose com ligagdes tipo
B(1—3), com ramificacdes B(1—6), semelhantes a lentinana. Mas, afirmar inteiramente
que L. boryana tem atividades bioldgicas iguais aos do L. edodes é muito precipitado,
principalmente por que se sabe que pequenas alteragcdes na estrutura dos polissacarideos
como no grau de ramificagdo do polissacarideo (BOHN; BEMILLER, 1995), ou a
conformacdo espacial (tripla hélice) podem alterar sua atividade imunopotencializadora
(MAEDA et al., 1988; BOHN; BEMILLER., 1995).

No inicio dos trabalhos, a amostra de corpos de frutificacdo de L. boryana,
disponivel, foi de apenas 10 gramas de cogumelo seco. Com isso foi possivel apenas
realizar estas andlises, ndo sendo possivel fazer um isolamento completo dos
polissacarideos. Em julho de 2003 houve uma maior producdo deste cogumelo e todo
material foi desidratado e armazenado. Assim sera possivel, em futuros trabalhos, isolar e
caracterizar alguns dos polissacarideos presentes. O isolamento e caracterizagdo da glucana
B-(1—3) com ramificagdes B-(1—6) pode aumentar os indicios de que o L. boryana é um
cogumelo medicinal, mas para a confirmagdo do seu potencial como cogumelo medicinal

sd0 necessarios testes de suas atividades biologicas. Os dados contidos na literatura
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mostram muitas atividades bioldgicas de L. edodes, como anti-tumoral, antinflamatoria,
antiviral, antitrombdtica, antidiabética, antibacteriana (CHIHARA et al., 1970; SASAKI;
TAKASUKA, 1976; MAEDA, et al.,1988; CHIHARA; 1990; JONG; BIRMINGHAM,
1993; BEMILLER, 1995; BOHN; BEMILLER, 1995; MIZUNO, 1999; WASSER; WEIS,
1999). Estes trabalhos podem ser utilizados como referéncias para o desenvolvimento
destes futuros trabalhos sobre as atividades bioldgicas de L. boryana.

Além das B-glucanas, os resultados sugerem que ha outros polissacarideos
diferentes no corpo de frutificacdo de L. boryana. Em futuros trabalhos podem ser feitos
estudos procurando isolar e caracterizar outros polissacarideos como galactanas (SHIDA et
al., 1975), a-glucanas (SHIDA et al., 1978; ZHANG et al., 1999), bem como avaliar suas

atividades bioldgicas.
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5.2 ESTUDOS COMPARATIVOS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL ENTRE
Lentinula boryana (BERK. & MONT.) PEGLER E Lentinula edodes (BERK.) PEGLER

Nestes experimentos foram verificadas as influéncias que determinadas condicfes
de cultivo tém sobre o crescimento dos dois macrofungos. Foram testadas as influéncias da
temperatura, do pH inicial, e de diferentes fontes de nitrogénio. Estes experimentos foram
feitos em placas de Petri contendo BDA (batata, dextrose e agar) comercial. Como medida
de crescimento foi determinado o nivel de crescimento radial, que é uma relagdo entre o
raio da colbnia do micélio e o tempo em dias, conforme descrito no item 4.4.1.2 de

materiais e métodos.

5.2.1 Efeito da temperatura sobre o crescimento micelial dos macrofungos

Foram testados os efeitos de diferentes temperaturas (20, 22, 25 e 28 °C) no
crescimento radial dos dois macrofungos, descrito no item 4.4.1.3 de materiais e métodos.
Nas quatro temperaturas testadas L. edodes teve uma velocidade de crescimento radial
significativamente (p < 0,05) superior a L. boryana (figura 13).

Entre 20 °C e 25 °C, a velocidade de crescimento radial ndo variou
significativamente para L. edodes. Ja para L. boryana, o crescimento foi significativamente
mais rapido em 20 °C e 22 °C quando comparado com as duas outras temperaturas. Na
temperatura de 28 °C, nos primeiros dias o crescimento foi mais lento aos demais e apés 7
dias ocorreu producéo e liberagdo de um pigmento escuro no meio e o crescimento micelial
foi interrompido. Este pigmento escuro foi estudado mais detalhadamente e os resultados

estdo apresentados a partir da sec¢do 5.4.
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FIGURA 13. EFEITO DA TEMPERATURA
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Gréafico sobre velocidade de crescimento micelial radial em placas de cultivo contendo
BDA de L. boryana e L. edodes, nas temperaturas de 20 °C, 22 °C, 25 °C, 28 °C.

5.2.2 Efeito do pH inicial no crescimento radial de L. boryana e L edodes

Neste experimento foi feita a variacdo do pH inicial dos meios de cultivo (BDA)
com a adicédo de diferentes proporgdes de sais de fosfato inorgénicos, conforme descrito no
item 4.4.1.6. Considerando o periodo total do experimento, L. edodes cresceu mais
rapidamente (p < 0,05) nos valores de pH iniciais de 4,5 e 5,7 do que nos mais extremos,
enquanto que, para L. boryana, a velocidade de crescimento radial ndo foi influenciada
significativamente pelo pH inicial (figura 14). Entretanto o crescimento do L. boryana néo
ocorreu em velocidade constante, o que pode ser observado na tabela 7, em valores iniciais
de pH de 3,8, 4,5 e 5,7 a velocidade de crescimento foi maior nos primeiros oito dias e
desacelerou ligeiramente na etapa final da fermentacdo. Para o pH inicial de 7,2, a
velocidade do crescimento radial na primeira fase (0-8 dias) foi significativamente menor
do que nos demais valores de pH, mas na segunda fase (8-16 dias) houve aceleracdo no
crescimento o que resultou numa velocidade de crescimento global (0-16 dias) igual as
velocidades obtidas neste periodo com os outros valores de pH iniciais (figura 14).



FIGURA 14. EFEITO DE pH INICIAL
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Grafico sobre a influéncia do pH inicial no nivel de crescimento micelial radial de dois
macrofungos do género Lentinula

TABELA 7 ANALISE DO CRESCIMENTO RADIAL DE Lentinula boryana EM

DUAS FASES

pH Velocidade de crescimento radial de
L. boryana (mm/dia) (z erro padrao)
1% Fase (0-8dias) | 2° Fase (8-16 dias)
3,9 1,71+0,11 1,64+0,15
45 1,78+0,11 1,41+0,08
5,7 1,79+0,09 1,57+0,12
7,2 1,23+0,02 1,59+0,01




o1

Nas figuras 15 a e 15 b estdo apresentados as varia¢cdes do pH do meio durante a
crescimento micelial de L. boryana e L. edodes, respectivamente. Observa-se que para 0S
dois macrofungos as curvas foram similares nos valores de pH de 3,9, 4,5e 5,7. No pH 7,2,
porém, L. boryana apresentou uma minima varia¢do ata o sétimo dia, em contraste com o

L. edodes ocorreu uma reducgdo drastica do pH no mesmo periodo.

FIGURA 15. VARIACAO DO pH DO MEIO
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Diminuicédo dos valores de pH do meio de cultivo durante o crescimento micelial dos
macrofungos. A- L. boryana e B- L. edodes
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5.2.3 Efeito da fonte de nitrogénio sobre o crescimento radial dos macrofungos

Estes experimentos foram realizados para verificar o crescimento radial das duas
espécies de Lentinula frente a diferentes fontes de nitrogénio, nas concentracGes de 0,5, 1,0
e 2,0% (p/v). Os dados estdo mostrados nas figuras 16 e 17. Dado que o crescimento radial
ndo representa diretamente a quantidade de biomassa obtida, uma vez que a densidade da
do micélio pode variar, também foi anotado um indice qualitativo da densidade micelial nas
placas.

Para L. boryana (figura 16), observar-se que houve uma diminuicdo da velocidade
de crescimento radial e da sua densidade micelial com o aumento das concentracdes das
fontes simples de nitrogénio. Tanto que na concentracdo de 2%, apenas houve
desenvolvimento do micélio no meio em que o fosfato de aménio monobasico foi

adicionado.
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FIGURA 16. EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO
NA VELOCIDADE DE CRESCIMENTO RADIAL DE Lentinula boryana.
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Com relagdo as fontes complexas de nitrogénio sobre o L. boryana, o aumento da
concentracdo de extrato de levedura produziu queda na velocidade de crescimento radial
micelial, este fato ndo ocorreu com a adicdo progressiva de extrato de malte. Nenhuma
alteracdo significativa da densidade micelial foi observada para essas fontes complexas de
nitrogénio

Considerando a combinacdo a velocidade de crescimento e a densidade micelial, o
extrato de malte foi a melhor fonte de nitrogénio para o crescimento do L. boryana.

O comportamento de L. edodes (figura 17), foi muito similar ao do L. boryana, ou
seja apresentou diminuicdo da velocidade de crescimento radial com o aumento da
concentracdo das fontes simples de nitrogénio, e numa avaliacdo global, os melhores

resultados também foram com a adi¢do de extrato de malte ao meio. Apenas foram
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observadas duas diferencgas entre os comportamentos dos dois macrofungos: que entre as
fontes simples de nitrogénio, para o L. edodes, o melhor crescimento com adicdo de 0,5%
de fosfato de amonia e as melhores densidades miceliais foram com a adigcdo de cloreto e
sulfato de amonio. Outra diferencga foi que o L. edodes cresceu em todas as fontes simples
na concentracdo de 2%, 0 que mostra que esse macrofungo é mais tolerante frente ao

aumento da concentracdo de nitrogénio que o L. boryana.

FIGURA 17. EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO
NA VELOCIDADE DE CRESCIMENTO RADIAL DE Lentinula edodes.
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5.3 EFEITO DAS CONDICOES DO MEIO NO CRESCIMENTO MICELIAL DE
Lentinula boryana(BERK. & MONT.) PEGLER CRESCIDO SOBRE MEMBRANAS

Estes experimentos foram realizados visando conhecer melhor os efeitos, de
algumas condicdes de cultivo, no crescimento micelial de Lentinula boryana. Como
relatado na segdo anterior, o crescimento micelial radial ndo representa diretamente a
quantidade de biomassa obtida, uma vez que a densidade do micélio pode variar. Nestes
experimentos procurou-se minimizar este problema, fazendo com que o micélio fosse
crescido sobre membranas, para que pudesse ser retirado e determinada sua massa seca. A
técnica esta detalhada no item 4.4.2.2 de materiais e métodos.

5.3.1 Efeito do pH inicial no crescimento micelial de L. boryana (crescimento radial e

massa seca do micélio)

Neste experimento as condicdes de cultivo utilizadas foram as mesmas do
experimento sobre a influéncia do pH inicial, que tiveram seus resultados apresentados no
item 5.2.2, a diferenga foi que o micélio se desenvolveu sobre membranas,

Uma pequena reducdo no nivel de crescimento micelial radial com o pH inicial de
7,2. (figura 18). Quanto a massa micelial seca, ap6s 15 dias de cultivo, ndo ocorreu
diferenca significativa entre os valores de pH iniciais de 3,8, 4,5 e 5,7, mas no pH 5,7 a
quantidade de biomassa produzida foi significativamente (p < 0,05) maior que no pH inicial
de 7,2.
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FIGURA 18. EFEITO DO pH INICIAL NO CRESCIMENTO MICELIAL DE L.
boryana
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VariacOes no nivel de crescimento micelial radial de L. boryana frente a valores de pHs
iniciais de 3,5,4,5,5,7e7,2.

FIGURA 19. CRESCIMENTO MICELIAL DE L. boryana SOBRE MEMBRANAS
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Crescimento micelial em duas fases (ap6s 8 dias) — (ap6s 15 dias); A- massa seca do
micélio; B- massa seca do micélio pela area da coldnia.
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Os dados da tabela 7, da segéo anterior, sugerem que o crescimento micelial radial
ndo é uniforme, sendo que para os valores de pH iniciais de 3,8, 4,5 e 5,7 ocorre uma
ligeira desaceleracdo da primeira fase para a segunda fase e com o pH de 7,2 ocorre uma
aceleracdo. Na figura 19 b, pode ser observado que a densidade micelial também nédo tem
uma evolugdo uniforme, com os pHs 3,8, 45 e 5,7 ocorre uma redugdo na densidade
micelial na segunda fase e com pH 7,2 esta relacdo ndo é alterada nas duas fases. A
diminuicdo da densidade micelial na segunda fase de cultivo pode estar relacionada a

diminuicdo do pH do meio ou a diminuicéo dos nutrientes.

5.3.2 Efeito da adicdo de diferentes fontes de nitrogénio sobre o ganho de massa micelial

seca de L. boryana apds 10 dias de cultivo

Neste experimento foram testadas as influéncias que diferentes fontes de nitrogénio
teriam sobre o ganho de massa micelial seca do L. boryana apds 10 dias de cultivo, item
4.4.2.4 de materiais e métodos.

Na figura 20 pode ser observado que, apés 10 dias de cultivo, a adi¢do de 0,5 %
(g/v) de extrato de malte gerou um aumento na massa micelial significativamente (p < 0,05)
maior quando comparado as demais fontes e ao BDA, estes resultados aumentam as
evidéncias de que extrato de malte € a melhor opcao para o ganho de massa micelial de L.

boryana. Isto corrobora com os resultados do experimento 4.4.1.7, da sec¢do anterior.
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FIGURA 20. EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO
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Ganho de massa micelial seca de L. boryana apds 10 dias de incubacéao

5.3.3 Efeito da adi¢do de diferentes concentragdes de extrato de malte no crescimento
micelial (radial e massa seca) de Lentinula boryana

Neste experimento foram adicionados, ao meio de cultivo (BDA), concentragdes
crescentes de extrato de malte (0,25 a 3%). Foram estabelecidos 0s niveis de crescimento
pelo crescimento radial das hifas e pela massa seca de micélio obtido apds 7 e 11 dias de
cultivo, item 4.4.2.5 de materiais e métodos.

Na figura 21, onde ha apenas informacdes sobre o crescimento radial, verifica-se
que ndo ha diferencas significativas no desenvolvimento com o aumento da concentracao
de extrato de malte. Este fato poderia indicar que a adig&o deste suplemento ndo resulta em
muitos beneficios para o crescimento micelial. Mas na figura 22 a, onde estdo
demonstrados dados sobre o ganho de massa micelial seca, pode-se observar que, apos 11
dias de cultivo, os micélios crescidos nos meios com as duas concentragfes mais elevadas
(2 e 3%) de extrato de malte tiveram sua massa seca superior a0 meio mais pobre de extrato
de malte (0,25%).

A figura 22 b € referente a relagdo entre a massa micelial seca pela area ocupada
pelo micélio (densidade micelial). Nesta figura pode-se observar que ha um decréscimo na
densidade micelial da primeira para a segunda fase e que esta diminui¢do é mais evidente
com as concentracdes menores de extrato de malte. Esta diminui¢cdo na densidade pode
estar relacionada a diminuicdo da concentragdo de nutrientes do meio, uma vez que nos

meios mais concentrados este efeito foi minimizado.
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FIGURA 21. EFEITO DA ADICAO DE EXTRATO DE MALTE
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FIGURA 22. EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE EXTRATO DE
MALTE
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5.3.4 Avaliacao dos resultados sobre o cultivo dos macrofungos em placas de Petri

Nas condi¢Bes experimentais utilizadas no laboratério L. edodes apresentou uma
velocidade de crescimento micelial radial superior a L. boryana, o que esta de acordo com
0 que foi relatado anteriormente por Mata et al. (2001). Estes autores trabalharam com
diferentes cepas dos dois cogumelos e verificaram que na média as cepas de L. edodes
tiveram um crescimento micelial radial mais elevado que as de L. boryana, embora
algumas cepas de L. boryana tenham apresentado velocidades de crescimento semelhantes
a algumas cepas de L. edodes. Que mostra que ha variacdo entre as velocidades de
crescimento de cepas de uma mesma espécie. Portanto os resultados obtidos no presente
trabalho mostram apenas que a cepa L-54 de L. edodes cresce mais rapido que a cepa de L.
boryana nativa do Parana e que estes resultados nao podem ser generalizados.

Com os resultados dos experimentos sobre o efeito da temperatura no crescimento
micelial dos macrofungos, ocorreu uma diminuicdo na velocidade de crescimento de L.
boryana com aumento de temperatura, 0 que sugere que a cepa de L. boryana, nativa do
estado do Parana, tem maior sensibilidade a temperaturas mais elevadas que esta cepa L-54
de Lentinula edodes e provavelmente a temperatura 6tima de cultivo desta cepa de L.
boryana € inferior a da cepa L-54 de L. edodes. Nestes experimentos L. boryana apresentou
uma velocidade de crescimento maior nas temperaturas de 20 e 22 °C, estes resultados
estdo de acordo ao indicado na literatura que coloca que a temperatura 6tima para o
crescimento micelial de L. boryana esta entre 20 a 22 °C (GUZMAN et al., 1993), mas
considerando que na menor temperatura testada (20 °C) ocorreu maior nivel de crescimento
seria interessante refazer este experimento utilizando temperaturas inferiores a 20 °C,
procurando assim definir melhor a temperatura 6tima de crescimento da cepa de L. boryana
em estudo.

Com os experimentos sobre a influéncia do pH sobre os dois macrofungos, foi
verificado que, igualmente a L. edodes, o crescimento micelial de L. boryana diminui o pH
do meio. A Unica diferenca é que L. boryana reduziu mais lentamente o pH inicial 7,2

Segundo Chang e Hayes (1978), a mudanca no pH do meio de cultivo de L. edodes é
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devido a producdo de alguns acidos organicos, como &cido acético, &cido succinico e acido
oxalico. A menor velocidade de diminuicdo do pH do meio por L. boryana pode estar
relacionada a producdo mais lenta destes acidos. Em trabalho sobre cultivo submerso de L.
edodes, Song e Cho (1987) procuraram determinar a influéncia da temperatura e do pH
inicial no crescimento micelial do fungo. Seus resultados sugerem que o melhor pH inicial
é entre 4,3 a 4,8, também foi observado que ocorreu uma diminui¢do do meio de 4,5 para
3,5.

Nos experimentos comparativos entre L. edodes e L. boryana frente a diferentes
fontes de nitrogénio, o L. boryana mostrou ser mais sensivel a concentracdes mais elevadas
de fontes simples de nitrogénio. No experimento, ambos os fungos apresentaram melhor
desenvolvimento com a suplementacdo com extrato de malte. Esta preferéncia dos fungos
por fontes complexas de nitrogénio foi verificada em diversos trabalhos revisados por Fog
(1988). O efeito inibitério no crescimento micelial pelo aumento da concentragdo das
fontes simples de nitrogénio poderia ser devido a presenca de produtos toxicos, que sdo
formados pela reacdo entre estas fontes de nitrogénio e a matéria organica, estes produtos
normalmente sdo gerados devido ao processo de autoclavagem (FOG, 1988), mas
provavelmente isto ndo se aplica neste caso, isto por que as fontes foram autoclavadas
separadamente. Uma possibilidade é que a adi¢do destas fontes de nitrogénio tenha causado
a inibigdo do crescimento por alterarem o pH do meio devido ao metabolismo da fonte de
nitrogénio (FOG, 1988). Para a confirmagéo desta possibilidade, no futuro podem ser feitos
experimentos para monitorar o consumo de nitrogénio e o pH do meio, verificando se ha
relacdo entre estas variaveis.

Os experimentos sobre o cultivo de L. boryana sobre membranas permitiram que
fossem confirmadas algumas informacfes vistas nos experimentos sobre o crescimento
radial, como que o desenvolvimento micelial ndo ocorre de maneira homogénea durante
todo o cultivo, variando com o pH e a concentracdo de extrato de malte. Também foi
possivel confirmar que, dentre as fontes testadas, o extrato de malte era a mais adequada
para estimular o crescimento do L. boryana.

Como visto, a utilizacdo do cultivo sobre membranas produz respostas rapidas e
confiaveis sobre o crescimento micelial de macrofungos. Esta técnica possui limitacGes

relacionadas ao tipo de substrato a ser utilizado e a adaptacdo do fungo sobre as
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membranas. A determinacdo do crescimento micelial de macrofungos em meio solido é
complicada pelo fato da dificuldade em se separar o micélio do substrato. Existem métodos
indiretos para a estimativa da massa micelial mas estes métodos sdo trabalhosos e tém suas
limitagcbes (BOYLE; KROPP, 1992). Com isso, a utilizagdo do cultivo sobre membranas
pode ser Gtil, em futuros experimentos, quando for almejada a obtencdo de pequenas
quantidades de micélio para analises.
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5.4 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA E OBSERVACAO DOS FATORES
INFLUENCIADORES NA PRODUCAO DE MELANINA POR L. boryana

Durante os trabalhos sobre a influéncia da temperatura no crescimento micelial de
L. boryana e L. edodes (se¢do 5.2.1), foi verificado que a 28 °C, nas placas que continham
L. boryana ocorria escurecimento do meio. Suspeitou-se que se tratava de melaninas, entdo
foram feitas analises espectroscopicas para confirmar ou ndo esta possibilidade. Antes da
apresentacao dos resultados desta se¢do, sera feito uma breve explicagdo sobre o que sdo as
melaninas.

De fato a melanina ndo é uma substancia, mas sim um grupo de diversas substancias
todas com propriedades similares (LANGFELDER et al., 2003). As melaninas sdo
compostos escuros geralmente pretos ou marrons, sendo macromoléculas formadas por
polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos e inddlicos (LANGFELDER et al.,
2003);(BUTLER; DAY, 1998). As melaninas sdo produzidas por microorganismos,
animais, protozoarios e plantas, e usualmente estdo complexadas com proteinas ou
carboidratos (BUTLER; DAY, 1998). Os dois mais importantes tipos de melaninas séo as
DHN-melaninas e as DOPA-melaninas. As DHN-melaninas sdo chamadas assim porque
um dos intermediarios da sua via sintética é o 1,8-dihidroxinaphtaleno, figura 23. Da
mesma forma, as DOPA-melaninas, recebem este nome por terem como precursor a L-3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA), figura 24, (LANGFELDER et al., 2003). Existem também
as GHB-melaninas que t¢m como precursor o glutamil-4-hidroxibenzeno (BUTLER; DAY,
1998). Outras classificacGes sdo aplicadas as melaninas sendo também divididas em trés
grupos, as eumelaninas, as feomelaninas e as alomelaninas (BILISNKA, 1996). As
eumelaninas sdo pigmentos negros ou marrons, geralmente insollveis, formados por
sequéncias de reacdes oxidativas, a partir da tirosina, DOPA, dopamina ou outras
catecolaminas. As feomelaninas sdo pigmentos de cores mais claras como vermelho ou
amarelo, podem ser obtidas de maneira semelhante as eumelaninas, mas também tém como
precursores a cisteina ou a glutadiona (BILISNKA, 1996);(RILEY, 1997). As alomelaninas
sdo mais comuns no reino vegetal, esses pigmentos sdo formados a partir da polimerizacdo
oxidativa de substratos fenélicos como catecol (BILISNKA, 1996);(STAINSACK, 1998).
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FIGURA 23. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA BIOSINTESE DE DHN-
MELANINA PROPOSTA POR BUTLER E DAY (1998) REVISADO POR
LANGFELDER et al. (2003)
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FIGURA 24. VIA DA SINTESE
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DE DOPA-MELANINA (STAINSACK, 1998).
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5.4.1 Caracterizacao espectrografica do pigmento tipo melanina
De posse das informagfes sobre as melaninas, foram feitas analises
espectroscopicas (infravermelho, RMN e RPE) do pigmento, procurando nos espectros

obtidos caracteristicas que pudessem ser relacionadas a um ou outro tipo de melanina.

5.4.1.1 Estudo da interacdo entre ions metalicos e as melaninas produzidas por L. boryana

por espectrometria de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE)

Neste trabalho foi utilizada a espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletronica (RPE). Esta espectroscopia produz informacdes a respeito dos radicais livres
organicos, dos ions metélicos nos seus estados de oxidagdo e do sitio de complexagdo ao
qual estdo ligados (MANGRICH, 1993). O principio da técnica de ressonancia
paramagnética eletrénica (RPE) é o da absor¢do de radiagdes eletromagnéticas, na faixa de
freqliéncia de microondas, por uma amostra submetida a um campo magnético. Amostras
que apresentam elétrons desemparelhados na sua estrutura possuem um momento
magnético de spin total diferente de zero (paramagnetismo). A técnica procura detectar a
existéncia de elétrons desemparelhados e fazer a caracterizagdo do ambiente quimico no
qual o0 mesmo se encontra. Substancias diamagnéticas, ou seja que possuem spin total igual
a zero, ndo podem ser analisadas por RPE. Para melhorar a resolugdo, geralmente os
espectros de RPE s&o adquiridos na forma de primeira derivada do espectro de absorgdo. A
resolugdo pode ser melhorada, ainda mais, através da aquisicdo de espectros em segunda
derivada, mas o inconveniente é que isto faz ocorrer decréscimo na relagdo sinal/ruido do
espectro (STAINSACK, 1998).

Apenas 0 espectro de RPE néo fornece todas as informacdes sobre a amostra em
estudo. Para obter mais informacBes quimicas e estruturais da amostra € necessario
representar o0 espectro matematicamente, e encontrar valores paramagnéticos que possam
ser relacionados a detalhes da amostra, tais como a natureza dos radicais livres organicos,
metais envolvidos e o seu estado de oxidagdo. O fator-g, que é um fator de
proporcionalidade e é uma das caracteristicas mais importantes na espectrometria de RPE,
atua, por exemplo, como 0 Ama Na espectroscopia eletrdnica ou 0 maximo da banda no

infravermelho, dado pelo niimero de onda (L *max).
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Nestes experimentos foram analisados por RPE 0s compostos presentes no micélio
melanizado e a melanina que foi submetida ao processo de purificagdo por HCI, item 4.5.9
de materiais e métodos. Foram verificadas as caracteristicas do radical livre formado e a
interacdo das macromoléculas com os fons metéalicos paramagnéticos (Fe**, Cu*? e Mn?").
As informagdes obtidas sdo Uteis para apoiar a hipdtese de que o pigmento é uma melanina.

As figuras 25 e 26, sdo referentes a analise do micélio melanizado e as figuras 27 e
28 sdo referentes a melanina “purificada”. Algumas semelhangas podem ser observadas
nestes espectros. Como por exemplo nas figuras 25 e 27 as linhas nas regides de 1560
Gauss (g = 4,24) e 730 Gauss (g = 9) séo referentes & presenca do fon Fe®" de spin alto em
dominio diluido, ou seja o Fe** com distribuicio homogénea de elétrons na camada de
valéncia, em dominio diluido, que significa que a concentracdo do Fe** é relativamente
baixa e ndo ocorre interagdo entre seus atomos. Nas figuras 26 e 28 pode ser observada, em
melhor detalhe, a absorcdo em 3457 Gauss (g = 2,0041) que € referente a presenca do
radical livre organico (RLO). Estes resultados sdo semelhantes aos indicados na literatura
para radical livre de semiquinona de DOPA-melanina sintética (PASENKIEWICZ-
GIERULA; SEALY, 1986; STAINSACK et al., 2003), isto sugere que 0 pigmento é uma
melanina. Nestas mesmas figuras podem ser observados na regido entre 2700 e 3270 Gauss
0s parametros referentes ao fons Cu®* (g/1=2,745; g. =25; All = 170 Gauss).

Além das semelhancas, algumas diferencas podem ser observadas nestas figuras
como que hd um aumento de intensidade do radical livre organico (RLO) formado nos
espectros da melanina “purificada” em relagdo aos espectros do micélio melanizado. Outra
diferenca que pode ser observada € que apenas nos espectros do micélio, figuras 25 e 26,
s&0 observadas 6 linhas referentes & presenca do ion Mn?* (A=112,37 Gauss). Isto néo é
observado nos espectros da melanina “purificada” (figuras 27 e 28), apenas aparecem 0S
parametros dos fons Cu?*. Varios trabalhos da literatura indicam que o fon Mn?®* esta ligado
aos grupos funcionais oxigenados como um complexo de esfera externa (GUIMARAES,
1997). Esta interacdo menos intensa do Mn?* e o complexo da melanina provavelmente

possibilita a retirada do mesmo pelo processo de purificagdo por precipitacdo com HCI.
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FIGURA 25. RPE SOLIDO DO MICELIO MELANILIZADO DE L. boryana,
ANALISADO A 77 K
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FIGURA 26. RPE SOLIDO DO MICELIO MELANIZADO DE L. boryana,
ANALIZADO A 77 K, REFERENTE A REGIAO ENTRE 1500 E 4000 GAUSS
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FIGURA 27. RPE SOLIPO DA MELANINA “PURIFICADA” PROVENIENTE DO
CULTIVO EM MEIO LIQUIDO DE L. boryana
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FIGURA 28. RPE SOLIDO DA MELANINA “PURIFICADA”
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5.4.1.2 Analise espectroscopica por ressonancia magnética nuclear (RMN) da melanina

“purificada”

Para verificar as caracteristicas dos grupos funcionais da melanina foi feita a

espectroscopia de RMN-C e de *H da melanina “purificada” proveniente do cultivo de L.

boryana. Na figura 29 esta mostrado o espectro do RMN-'*C e na tabela 8 estdo mostradas

as regides de maior intensidade de assinalamentos encontrados neste espectro. Nesta tabela

esta mostrada a relacdo ente este picos com os dados da literatura

TABELA 8 COMPARACAO ENTRE OS ASSINALAMETOS ENCONTRADOS NO
ESPECTRO DE RMN-*C DA MELANINA “PURIFICADA” COM OS DADOS DA

LITERATURA
Assinalamentos encontrados no Dados da literatura

experimento:

173-171 ppm Na regido de 170 ppm referente a
grupamentos carboxilas (KELLMER et al.,
1998); (TIAN et al., 2003)

130-129 ppm Na regido de 130 ppm referente a compostos
aromaticos ou dupla ligacdo (C=C)
(KELLMER et al., 1998); (TIAN et al.,
2003)

102-101 ppm Na regido de 102 ppm que pode ser referente
a ligacdo glicosidica do carbono 1,
provavelmente da parede celular do fungo;

55-54 ppm Na regido proxima a 55 ppm referente a
carbono ligado a nitrogénio.

25-19 ppm Entre 15 e 40 ppm referentes as ligacOes
simples entre grupos metil (-CH2-CH2-)
(KELLMER et al., 1998).
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Na figura 30 esta demonstrado o espectro de RMN-'H. As possiveis relacdes
entre os assinalamentos encontrados e as estruturas estéo relacionadas abaixo:

e Na entre regido de 7,8 e 7,3 ppm podem ser visualizados picos e ,segundo a

literatura, os picos na regido de 7 ppm sdo referentes a H de compostos

aromaticos e/ou de compostos fenolicos (KELLMER et al., 1998; KATRITZKY

etal., 2002).

e Os picos na regido entre 2,2 e 2,8 ppm podem ser referentes aos grupos

metilenos (CH,) (KATRITZKY etal., 2002).

e Os picos na regido entre 1 e 5 ppm podem ser referentes a H de carbono
ligado a oxigénio (KELLMER et al., 1998), mais especificamente a regido entre
3,7 e 4,2 ppm pode ser referente a H de carbono ligado a oxigénio ou nitrogénio
(KATRITZKY etal., 2002).

e Regido entre 0,8 e 1,0 ppm referente a H de CH; (KATRITZKY et al.,
2002).
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FIGURA 29. ESPECTRO DE RMN-C DA MELANINA “PURIFICADA”.
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Para esta analise a amostra foi dissolvida em NaOH/D,0. Os deslocamentos quimicos estdo

expressos em ppm.
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FIGURA 30. ESPECTRO DE RMN-'H DA MELANINA “PURIFICADA”.
- £~ - #q . wy YRe m
(Y PR I I AL M M o HeHA = O
. ONEETE T T T

|

TTTr[ T[T [rrrt ||1|r||r||r||r|||'||||||||||r|||'||||||1||||r||r||||r||r|||'|||||

85 80 1% M 85 &0 53 45 3 w0
fpm

Para esta analise a amostra foi dissolvida em NaOH/D,0. Os deslocamentos quimicos estdo
expressos em ppm.
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5.4.1.3 Espectrometria de infravermelho da melanina produzida por L. boryana

Com objetivo de avaliar os grupos funcionais presentes na melanina foram
realizados espectros de infravermelho do exsudato melanizado retirado de cima do micélio,
da melanina que foi liberada no meio e da melanina que foi “purificada” pelo processo de
purificagdo com HCI (item 4.5.10 de materiais e métodos). Na figura 31 pode ser observado
que estes espectros apresentam algumas diferengas, mas que de modo geral séo bastante

semelhantes. As caracteristicas mais importantes que foram observadas sao:

e Na regido de 3400 cm™ para as trés anéalises observa-se, bandas fortes de
estiramento vibracionais referentes aos grupos -OH e -NH (HARKI et al., 1997,
STAINSACK et al., 2003).

e No espectro da melanina “purificada” em 3065 cm™ pode ser observada com
maior intensidade a banda referente ao estiramento da ligagdo C-H de
compostos aromaticos.

e Nos trés espectros podem ser observadas na regido proxima a 2940 cm™ banda
referentes a vibracdo de estiramento de ligacdo C-H de compostos alifaticos.
(HARKI et al., 1997; STAINSACK, 1998).

e No espectro da melanina “purificada”, em 2580 cm™ pode ser observado o
sobretom de C-O de 4cido carboxilico, que tem sua banda em 1250 cm™, em
1720 cm

e Na regido de 1650-1600 podem ser observadas bandas fortes que podem ser
referentes ligagdo C=0 de carbono de amida I, ou de C=C de grupos aromaticos
ou de grupos carbonilas C=0 e/ou grupos carboxilas (HARKI et al., 1997;
KELLNER etal., 1998; STAINSACK et al., 2003)

e No espectro com a melanina purificada pode ser observada em 1530 cm™ uma
banda que pode ser referente aos anéis aromaticos (KELLNER et al., 1998;
STAINSACK, 1998).
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e Nos espectros da melanina liberada no meio e do pigmento exsudato acima do
micélio podem ser observadas bandas em 1590 e 1385 referentes ao carboxilato
(BILINSKA, 1996; KELLNER et al., 1998).

e Nos trés espectros a banda em 1400 cm™ pode ser referente a deformacéo C-
OH de grupos fenois (STAINSACK et al., 2003).

FIGURA 31 ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA MELANINA PRODUZIDA
POR L. boryana
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5.4.1.4 Avaliacdo sobre os resultados de caracterizacdo espectroscopica da melanina

produzida por L. boryana.

As analises espectrograficas realizadas sugerem que o pigmento encontrado € uma

melanina, provavelmente do tipo DOPA-melanina porque:

As analises de RPE mostraram que o radical livre presente na melanina produzida por
L. boryana possui um fator-g de 2,0041 que é bastante semelhante ao radical livre de
semiquinona de DOPA-melanina sintética (PASENKIEWICZ-GIERULA; SEALY,
1986; STAINSCK et al., 2003).

As andlises por RMN do carbono 13 tém informacdes que contribuem na caracterizagdo
das melaninas como os assinalamentos préximos a 172 ppm referentes a grupamentos
carboxilas, na regido proxima a 130 ppm referentes a compostos aromaticos e em 55
ppm referentes a ligacdo carbono nitrogénio. Estes grupos quimicos sdo encontrados
nas estruturas de melaninas (BUTLER; DAY, 1998; TIAN et al., 2003; STAINSACK
et al., 2003; LANGFELDER et al., 2003). Da mesma forma o RMN-'H mostra
caracteristicas dos grupamentos quimicos que sdo encontrados para as DOPA-
melaninas como na regido entre 7,8 e 7,3 ppm referentes a H de compostos aromaticos
ou de compostos fendlicos, regido entre 3,7 e 4,2 ppm referente a H de carbono ligado a
oxigénio ou nitrogénio (KATRITZKY et al., 2002).

As andlises por infravermelho mostram absor¢es em diversas regides que sdo muito
similares as encontradas para as DOPA-melaninas sintéticas por Harki et al. (1997) e
Stainsack et al.(2003) como os grupos -OH e NH (3200-3400 cm™) ligacdo carbono-
hidrogénio C-H alifatico (2940 cm™), C=0O de amida | ou C=C de compostos
aromaticos ou de grupos carbonilas ou carboxilas (1650-1600 cm ™), bandas referentes
aos anéis aromaticos (1530 cm™ ), referentes a —OH de compostos fenélicos (1400cm ~
) (HARKI et al., 1997);(STAINSACK et al., 2003).

Além destas analises, durante os trabalhos foram observadas algumas caracteristicas

quimicas que sdo similares as de DOPA-melanina, como por exemplo a insolubilidade em
solventes organicos como etanol, hexano, acetona e cloroférmio (dados ndo mostrados).

Também foi visto que a melanina em questdo é solivel em meio basico (NaOH) e é

precipitada com HCI em pH inferior a 3. Estas caracteristicas foram anteriormente relatadas



77

para DOPA-melaninas de Tuber melanosporum e a DOPA-melanina sintética (HARKI et
al., 1997)

Além das evidéncias mostradas anteriormente que sugerem que a melanina
produzida por L. boryana é uma DOPA-melanina, outros fatos observados excluem as duas
outras, exemplo que as DHN-melaninas ndo possuem em sua composi¢do, nitrogénio e
grupamentos carboxilas e as analises de RMN e de infravermelho indicam a presenca
destes grupamentos no complexo. De qualquer forma as DHN-melaninas sdo produzidas
exclusivamente por ascomicetos (BUTLER; DAY 1998) e o L. boryana é um
basidiomiceto. Nos espectros obtidos na cromatografia por infravermelho, nédo foi
observada uma banda forte em 1100 cm™, esta é uma banda caracteristica da melanina tipo
GHB-melanina (HARKI et al., 1997), portanto isto sugere que a melanina produzida por L.
boryana nao é uma GHB-melanina.

Outras analises podem ser realizadas para confirmar que a melanina produzida por
L. boryana é uma DOPA-melanina, como por exemplo verificar a resisténcia a oxidagéo
por perdxido de hidrogénio ou a precipitacdo por cloreto férrico (HARKI et al., 1997).
Também poderiam ser realizadas estas mesmas analises espectrograficas com uma DOPA-
melanina sintética e com uma DHN-melanina produzida por ascomicetos. Isto facilitaria a
analise comparativa e a confirmacdo da identidade da melanina em estudo serviria como

um padrao para analises comparativas de melaninas produzidas por fungos em geral.
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5.4.2 Observagéo dos fatores influenciadores na producédo de pigmento tipo melanina por L.

boryana

5.4.2.1 Efeito da temperatura na producdo de pigmento tipo melanina

Como relatado anteriormente, nos trabalhos sobre a influéncia da temperatura no
crescimento de Lentinula boryana, que foram realizados em placas contendo BDA, item
4.4.1.5 de materiais e métodos, foi observado que com as temperaturas de 20, 22 e 25 °C 0
micélio e 0 meio de cultivo tinham aspectos caracteristicos e normais, ou seja 0 micélio era
de cor branca e 0 meio era claro, mas com a temperatura de 28 °C o micélio se desenvolveu
mais lentamente nos primeiros dias e entdo 0 meio comegou a escurecer e o crescimento foi
interrompido. Este experimento foi repetido e foi feito o registro fotografico. Na figura 32 a
e b observa-se que a 28 °C, a coldnia se desenvolveu menos quando comparada ao
crescimento a 20 °C e o micélio e o meio ficaram escuros. Nos cultivos do Lentinula
edodes em todas as temperaturas, ndo ocorreu este escurecimento do micélio ou do meio
(dados ndo mostrados). Estes resultados sugerem que a temperatura de 28 °C é
desfavoravel ao crescimento micelial de L. boryana e estimula a producdo e liberagdo de

melanina.

Com relagdo a localizacdo, as melaninas fungicas podem ser divididas em dois
grupos: as melaninas ligadas a parede celular e as melaninas extracelulares. As melaninas
ligadas a parede celular sdo encontradas ou em associacdo com a matriz fibrilar que se
estende para fora de muitos fungos ou uma camada exterior distinta e bem definida. As
melaninas extracelulares sdo encontradas fora da célula fungica, ou seja, livres no meio,
estas melaninas costumam ser distintas das melaninas ligadas a parede celular e podem ser
formadas de duas maneiras: primeiro por acdo de enzimas (fenoloxidases) que séo liberadas
por fungos no meio de cultivo, estas fenoloxidases podem oxidar componentes do meio e
formar as melaninas. Uma segunda maneira de sintese de melaninas extracelulares é
quando compostos fendlicos, que sdo secretados no meio de cultivo, sdo lentamente
autooxidados formando as melaninas (LANGFELDER, et al., 2003);(BUTLER; DAY,
1998).
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O fenbmeno da estimulagdo da producdo de melanina por incubacdo em
temperaturas altas foi observado em um actinomicete por Filippova et al.(1987), revisado
por Butler e Day (1998), onde mostrou que Streptomyces galba produz melanina apenas em
temperaturas elevadas de crescimento (42-47 °C). O estimulo da produgdo das melaninas
pode estar relacionado a uma caracteristica fisica das mesmas que € a grande retencéo de
agua que fica internalizada aos polimeros segundo Prota (1992), revisado por Butler e Day
(1998) “todos os tipos de melanina, tanto as naturais como as sintéticas, contém grandes
quantidades de agua no seu interior” e isto poderia reduzir a perda de agua das células
fungicas.

Ha alguns trabalhos que indicam que a melanina tem este efeito de termoprotecéo.
Estes trabalhos incluem, por exemplo, o trabalho com mutantes albinos de Monilinia
fructricola que mostrou menor resisténcia ao aumento de temperatura quando comparada a
estirpe selvagem (BUTLER; DAY 1998; REHNSTROM; FREE, 1996). Além da protecdo
contra temperaturas elevadas, as melaninas tém um papel significativo na sobrevivéncia de
fungos das regides polares, por proteger as hifas das baixas temperaturas (ROBINSON,
2001). Nos trabalhos referidos ndo foram sugeridos mecanismos para explicar como a

melanina exerce a termoprotecao.

5.4.2.2 Efeito da idade do micélio e da disponibilidade de nutrientes na producdo de

melanina em resposta a variagao de temperatura

Como relatado anteriormente, a temperatura de 28 °C ndo é interessante para o
crescimento micelial, mas estimula a producg@o de melanina, dado esta situacéo objetivou-se
aumentar a producdo de melanina pelo aumento da massa micelial, fazendo um cultivo em
duas fases. Na primeira fase o micélio cresceu em 20 °C por 15 dias e ap6s este periodo foi
transferido para 28 °C, item 4.5.3 de materiais e métodos.

Como resultado desta mudanca, o crescimento era interrompido e ocorria producao
de pigmento na periferia da col6nia (figura 33 a). Com isso acreditou-se que apenas as hifas
mais novas, da periferia da coldnia, tinham esta habilidade para produzir a melanina em
resposta a0 aumento de temperatura e que o micélio mais velho poderia ter perdido a
habilidade de produzir pigmento. Para testar esta hipdtese foi feito um experimento em que,
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na primeira fase (12 dias em 20 °C), o micélio foi crescido sobre membrana e, na segunda
fase, o micélio foi transferido para uma outra placa contendo um meio novo, antes de ser
transferido para 28 °C, conforme descrito no item 4.6.3. Com este experimento foi possivel
observar, figura 32 b, que a produgdo de melanina ndo ocorreu apenas na periferia da
coldnia, mas em todo o micélio, inclusive a melanina produzida também ficou dispersa no
meio de cultivo abaixo do micélio. Portanto, a producdo de melanina ndo é apenas uma
habilidade exclusiva do micélio mais novo, da periferia da colénia, e a disponibilidade de
nutrientes € um fator limitante na producdo de melanina, ou seja, a falta de producao de
melanina abaixo do centro de col6nia na figura 33 a provavelmente se deve a exaustao de
nutrientes nesta regido antes da aplicagédo do estimulo para produzir a melanina.

Existem trabalhos na literatura que mostram que condic¢des nutricionais podem
afetar a quantidade e a natureza (por exemplo: a cor) da melanina produzida por fungos.
Muitas vezes a producdo de melanina por fungos ndo pode ser evidenciada em condigdes
naturais mas ocorre em cultivo no laboratério, justamente porque, nesta Gltima condigdo, a
disponibilidade de nutrientes é maior (BUTLER; DAY, 1998), o que reforga a possibilidade
de que a concentracdo de nutrientes pode estar limitando a producdo de melanina por L.

boryana.
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FIGURA 32. MICELIO DE Lentinula boryana EM DIFERENTES
TEMPERATURAS DE CRESCIEMENTO

e

Aspectos fisicos observados apos 28 dias de crescimento micelial de Lentinula boryana nas
temperaturas de A-28 ° e B- 20 °c

FIGURA 33. MICELIO DE Lentinula boryana EM DUAS TEMPERATURAS
DIFERENTES

Crescimento micelial de L. boryana em duas fases com 'temperaturas de 20 °C (1° fase) e
28°C (2° fase): A — Sem novo meio de cultivo; B- Com novo meio de cultivo
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5.4.2.3 Efeito dos contaminantes e da interacdo entre micélios na producéo de melanina por

L. boryana

No desenvolvimento do indculo, para o cultivo submerso, os micélios foram
cultivados em placas grandes, a 20 °C (dados ndo mostrados). Durante estes estudos
ocorreu acidentalmente, em algumas placas, contaminagdo por bactérias. Trés destas placas,
duas com e uma sem contaminacdo, foram transferidas para a sala climatizada com
temperatura de 28 °C, passados alguns dias, pode-se verificar que as placas com a
contaminacdo produziram mais melanina do que a placa ndo contaminada, figura34 ae b.

O efeito da interacdo entre os micélios foi visto quando estava sendo desenvolvido o
indculo para o cultivo submerso de L. boryana. Nestes experimentos foram feitas placas
contendo BDA e extrato de malte a 1% e os inoculos foram colocados em diversos pontos
da superficie da placa (dados ndo mostrados), com isso era esperado que o micélio cobrisse
mais rapidamente a placa, diminuindo assim o tempo de incubagdo, mas isto ndo ocorreu.
Com a aproximagcao das hifas de diferentes col6nias houve uma interrupgédo do crescimento
micelial que impediu a jungdo dos micélios e o preenchimento completo da placa, figura 35
a, ou seja, 0 préprio micélio de Lentinula boryana inibe seu crescimento, mesmo que as
colonias provenham da mesma cepa.

Visto que o L. boryana ndo teve boa interacdo entre hifas de diferentes indculos, foi
feito um experimento colocando, na primeira placa, quatro indculos de L. boryana, na
segunda, quatro indculos de L. edodes e, na terceira, dois indculos de cada um dos dois
macrofungos, ver item 4.5.4.

Como esperado, novamente o L. boryana ndo teve boa interacdo entre os micélios,
figura 35 b, para o L. edodes (segunda placa) também ocorreu diminui¢do do crescimento
com a aproximagéo de colbnias vizinhas (dados ndo mostrados).

Na terceira placa, figura 35 ¢, onde estavam os dois macrofungos, pode-se observar
que, com a aproximacgdo do micélio de L. edodes, houve producao e liberacdo de melanina
pelo micélio periférico de L. boryana. Nota-se que, diferentemente ao ocorrido nas outras
placas, ocorre o preenchimento da placa ou seja 0os micélios se tocam, mas ndo ocorre
sobreposicdo dos micélios dos dois macrofungos. Quando esta placa foi inspecionada a

formacdo do halo de pigmentacdo foi observada na regido do micélio do L. boryana, mas
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ndo pode ser descartada a hipdtese que o L. edodes tenha contribuido para a formagédo do
pigmento pois, como relatado por Savoi et al. (1998), é observada a formacgdo de um
pigmento de cor marrom na zona de contato entre as hifas de L. edodes e Trichoderma sp.

A producdo e liberacdo de melanina por Lentinula boryana ja tinham sido
observadas com a mudanca de temperatura e com a contaminacao por bactérias, seguidas
da mudanca de temperatura, de 20 para 28 °C. O fato novo, observado com 0 experimento
da interacdo entre os micélios, foi que, mesmo sem 0 aumento na temperatura, ocorreu
producdo de melanina pelo micélio periférico, mostrando realmente que a presenga de
outros microorganismos (contaminantes) no mesmo meio pode estimular a producdo de
pigmento tipo melanina por L. boryana.

Uma das fungdes das melaninas, que estdo presentes na parede celular dos fungos, é
a protecdo a célula contra lise enzimatica (REHNSTROM; FREE, 1996; BUTLER; DAY,
1998). Portanto, esta producdo de melanina poder ser uma tentativa de defesa do fungo
contra enzimas liticas produzidas pelos contaminantes. Esta propriedade da melanina foi
relatada por Kuo e Alexander (1967), quando foi verificado que Aspergillus nidulans
possuia maior resisténcia a lise por quitinase e 1,3-glucanase, devido a presenca de
melanina na sua parede celular. Isto também foi observado para o Monilinia fructicola onde
a cepa selvagem foi mais resistente a digestdo enzimatica que a mutante deficiente de
melanina (REHNSTROM; FREE, 1996). Estas e outras propriedades da melanina podem
ser particularmente importantes para fungos que vivem no solo com uma associacdo muito
préxima com outros organismos (REHNSTROM; FREE, 1996).
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FIGURA 34. INFLUENCIA DA CONTAMINAGCAO POR BACTERIAS NA
PRODUCAO DE MELANINA POR L. boryana

Placas de cultivo contendo micélio de L. boryana. Inicialmente as Iacas'fram incubadas a
20 °C e transferidas para 28 °C A — Sem contaminacdo; B — Com contaminacdo por
bactérias

FIGURA 35. VARIACAO DO MICELIO DE L. boryana EM DIFERENTES
CULTIVOS

Placas com BDA A - Vérios in6culos de L. boryana, B — Quatro indculos de L. boryana,
C -L. boryana e L. edodes

L. edodes

L. boryana
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5.4.2.4 Efeito da concentracdo de &gar e do oxigénio na producdo de pigmento tipo
melanina por Lentinula boryana

Para verificar a influéncia da quantidade de &gar na produgdo de melanina por
Lentinula boryana, foi feito um experimento com extrato de batata acrescido de diferentes
concentracdes de agar de 0 a 3%, como descrito no item 4.5.5 de materiais e métodos.

Com as concentragdes de 0,5 e 1 %, a produgdo de pigmento foi um pouco maior
quando comparado com as concentragdes de agar maiores de 2 e 3% (figura 36). Nesta
mesma figura, nos meios sem o agar (0 % de agar), a produgdo de pigmento ocorreu em
apenas um dos tubos. Observando mais cuidadosamente os tubos, foi visto que, apenas no
tubo que ocorreu a producdo de pigmento, o inéculo ficou aderido ao vidro do tubo, ficando
em contato com o meio liquido e o ar. Nos demais tubos, em que os inoculos ficaram
submergidos no meio liquido, ndo ocorreu produgdo de pigmento tipo melanina. Este fato
sugeriu que o oxigénio poderia ter influéncia na produgdo de melanina. Para reforgar esta
hipotese, foi feito um experimento em que inicialmente o micélio foi crescido, a 20 °C,
durante cinco dias em tubos totalmente fechados, apds este periodo todos os tubos foram
transferidos para sala climatizada a 28 °C e metade destes tubos foram abertos e mantidos
assim durante 20 dias, item 4.5.6 de materiais e métodos.

O resultado deste experimento pode ser observado na figura 37 onde se verifica que
nos tubos que foram mantidos fechados ndo houve producdo de melanina diferente ao
ocorrido com os que foram abertos.

A literatura contém informagdes que podem ser relevantes sobre o efeito do
oxigénio na producdo de melanina. Durante a biogénese da melanina derivada da DOPA
(dihidroxifenilanina), ocorrem diversas etapas de oxidagdo dos substratos que irdo resultar
no complexo de melanina (RILEY, 1997; BUTLER; DAY, 1998), e, vendo que oxigénio
molecular (O;) é um substrato das enzimas responsaveis pela sintese da melanina, a
auséncia de oxigénio pode estar dificultando estas etapas da producdo de melanina. Outra
possibilidade é que a falta de oxigénio esteja interferindo em outros processos do

metabolismo do fungo, tal como a sintese e secrecao de fenoloxidases.
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FIGURA 36. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE AGAR NA PRODUGAO
DE PIGMENTO TIPO MELANINA POR L. boryana
AGAR

3%

2%

0%

FIGURA 37. INFLUENCIA DO OXIGENIO NA PRODUGAO DE PIGMENTO
TIPO MELANINA

FECHADO — |

ABERTO —»
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5.4.2.5 Estimativa da produ¢do de melanina por L. boryana e L. edodes em meio liquido

nas temperaturas de 20 e 28 °C

Foram feitos cultivos de L. boryana e L. edodes em duas etapas. Na primeira 0s
frascos contendo extrato de batata, dextrose e extrato de malte foram inoculados com o0s
dois macrofungos e mantidos no escuro, a temperatura de 20 °C por 21 dias sem agitacéo,
apods este periodo trés frascos de cada fungo foram transferidos para a 28 °C com agitacéo
de 120 rpm e outros trés continuaram nas condigdes anteriores. A producdo de melanina foi
estimada pelo aumento da absorbancia a 475 nm, item 4.5.7 de materiais e métodos.

No gréfico apresentado na figura 38, verifica-se que ocorreu uma maior producédo de
melanina pela cultura de L. boryana que foi mantida a 28 °C, onde ap6s 10 dias pode ser
observada uma produgdo significativa de pigmento. Para os frascos contendo o Lentinula
boryana que foram mantidos a 20 °C, ocorreu um aumento da absorbancia, inferior aos da
temperaturas de 28 °C, mas superior aos do Lentinula edodes nas duas temperaturas. Este
fato pode significar que o Lentinula boryana tem a capacidade de produzir pigmento tipo
melanina mesmo sem a elevagdo da temperatura, o que ja havia sido observado quando
foram colocados na mesma placa os dois macrofungos do mesmo género, item 5.5.3. Em
futuros experimentos poderia ser feito o cultivo a 20 °C com agitacdo dos frascos, isto

poderia aumentar a oxigenacdo do meio e entdo aumentar a producdo de pigmento.
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FIGURA 38. ESTIMATIVA DA PRODUC}AO DE MELANINA POR L. boryana E L.
edodes

(L. edodes 20°C
0.2 - W L. edodes 28°C
’ S L. boryana20°C

‘ I ﬂ-g I IIL boryana 28°C
0_

15 20 25 30 dias

Absorbacia (475 nm)
o
|

Foi estimada a produgdo de melanina extracelular pelo aumento da absorbancia em 475 nm

5.4.2.6 Avaliacdo da atividade antibiotica in vitro dos caldos de cultivo de L. boryana e L.
edodes e da melanina purificada.

Como relatado anteriormente, os resultados apresentados no item 5.4.2.3 sugeriram
que a presenga de contaminantes como bactérias e outros fungos pode estimular a producéao
de melanina por L. boryana. De posse desta informacdo foram realizados experimentos
para verificar se esta melanina ou outros compostos produzidos e liberados no meio
poderiam ter algum tipo de atividade bactericida ou bacteriostatica.

No experimento sobre a produgdo de melanina por L. boryana e L. edodes item
4.5.7, foi feito um cultivo em duas etapas: na primeira etapa os frascos foram mantidos a 20
°C durante 21 dias e na segunda etapa, parte destes frascos foram transferidos para 28 °C e
parte foi mantida nas mesmas condicdes iniciais. Apds 30 dias da segunda etapa de cultivo,
foi feita a verificagdo da atividade antibacteriana do caldo de cultivo dos dois fungos nas
duas condic¢des, ver item 4.5.8 de materiais e métodos.

Os resultados deste experimento podem ser observados na figura 39 a e b. Com a
presenga dos discos contendo os extratos de L. edodes, ndo ocorreu inibigdo do crescimento

das bactérias. Para o L. boryana verifica-se que nos discos do extrato onde houve maior
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producdo de melanina (28 °C) nédo foi percebida qualquer inibicdo do crescimento das
bactérias, ja para o extrato de L. boryana em que ndo foi feita a mudancga da temperatura
pode ser percebido halo de inibicdo das bactérias, tanto para o Staphylococcus aureus
selvagem quanto para o Staphylococcus aureus metacilina resistente (MRSA). Mas este
resultado pode ser um falso positivo uma vez que ndo foi feita a correcdo dos pHs dos
caldos das culturas antes dos testes de atividade antibacteriana e sabe-se que pHs baixos
inibem o crescimento das bactérias. O fato interessante é que somente foi observada
atividade no caldo de cultivo do L. boryana a 20 °C, ndo verificada nos demais. Certamente
é necessaria repeticdo deste experimento, verificando se a atividade antibacteriana ocorreu

devido ao pH do meio de cultivo ou a compostos produzidos pelo macrofungo.

Juntamente com este experimento, foi feita a verificacdo da atividade antibidtica da
melanina produzida pelo L. boryana que foi extraida do micélio e purificada conforme
demonstrado no item 4.5.10 de materiais e métodos. Na figura 40 a e b pode ser observado
que com as diferentes concentragdes de melanina ndo houve inibi¢do do crescimento das
bactérias testadas. Estes resultados, juntamente aos verificados para o caldo de cultivo de L.
boryana a 28 °C, sugerem que a melanina produzida por L. boryana ndo possui atividade
antimicrobiana in vitro sobre as bactérias Staphylococcus aureus selvagem e ou

Staphylococcus aureus metacilina resistente (MRSA).

Ha diversos relatos da atividade antibacteriana por muitos macrofungos (WASSER;
WEIS, 1999; GUNDE-CIMERMAN, 1999). Inclusive com o L. edodes esta atividade foi
relatada, mas na maioria dos trabalhos a atividade foi encontrada in vivo e é devido ao
efeito indireto do polissacarideo lentinana, que ndo possui atividade bactericida in vitro,
mas estimula o sistema imune que combate a infecdo bacteriana.(CHIHARA, 1990; JONG,;
BIRMINGHAM, 1993; WASSER; WEIS, 1999). Numa menor propor¢do foram feitos
estudos in vitro onde foi demonstrado que outros compostos, diferentes da lentinana,
extraidos do corpo de frutificagdo, tém atividade contra diversas espécies de bactérias
(HIRASAWA et al., 1999). Estes autores acreditam que as atividades encontradas podem
ser devido a presenga de lentionina (1,2,3,5,6-pentatiapeno) e propdem a possibilidade da

utilizacdo de extratos de Shiitake na prevencdo de céries dentarias e periodontites. A
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lentionina é considerado o principio que é responsavel pelo odor do Shiitake (YAVARI,
2003). Além de estar presente no corpo de frutificagdo, a lentionina pode ser detectada no
micélio produzido em culturas submersas de Lentinula edodes (LELIK, 1997).

Como visto nos experimentos realizados no presente trabalho, ndo foi detectada
atividade antibiotica dos caldos de cultivo de L. edodes, diferente do relatado na literatura
que mostra que a cultura fluida de Lentinula edodes apresentou atividade antimicrobiana,
contra Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, e esta
atividade foi atribuida a presenca da lentionina (HATVANI, 2001). Esta diferenca nos
resultados pode ter ocorrido porque foram aplicadas metodologias diferentes para
verificacdo da atividade antibacteriana. No presente trabalho foi verificado ou ndo a
formacdo de halo de inibigdo em cultivo em meio sélido e no trabalho de Hatvani (2001)
foi vista a inibicdo do crescimento bacteriano em meio liquido. Outra possibilidade para
esta diferenca poderia ser que, durante os experimentos, os caldos de cultivo foram secos
em estufa ventilada, a 50 °C, no trabalho de Hirasawa et al. (1999) os autores relatam que
as temperaturas de 60 °C por 30 minutos ou de 100 °C por 5 minutos podem em alguns
casos diminuir ou neutralizar a atividade antibacteriana dos extratos. Em futuros
experimentos seria interessante realizar estes testes novamente sem utilizar o calor para a
secagem dos caldos, possivelmente utilizar o processo de liofilizagdo. Também seria
interessante verificar esta atividade em diferentes estagios do cultivo dos dois macrofungos,
fazer extragdes com diferentes solventes organicos verificando a atividade antibacteriana

dos extratos.
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FIGURA 39. ANTIBIOGRAMA DOS CALDOS DE CULTIVO DE L. boryana e L.
edodes

Atividade antibacteriana dos caldos de cultivo de L. boryana e L. edodes crescidos nas
temperaturas de 22 e 28 °C. A- Staphylococcus aureus resistente a metacilina (MRSA); B-
Staphylococcus aureus (cepa selvagem). Como controle positivo da atividade
antibacteriana foram utilizados discos com antibidticos: VAN- Vancimicina; GEN-
Gentamicina; CLI- Clindamicina

FIGURA 40. ANTIBIOGRAMA DA MELANINA PRODUZIDA POR Lentinula
boryana.

Atividade antibacteriana da melanina produzida por L. boryana. A- Staphylococcus aureus
resistente a metacilina (MRSA); B- Staphylococcus aureus (cepa selvagem). Como
controle positivo da atividade antibacteriana foram utilizados discos com antibioticos:
VAN- Vancimicina; GEN- Gentamicina; CLI- Clindamicina
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5.4.3 Possiveis aplicacdes de melaninas e perspectivas de futuros trabalhos com L. boryana

como produtor de melanina

O interesse na melanina produzida durante as investigacdes provém de suas possiveis

aplicacBes. Abaixo estdo relacionadas algumas das patentes americanas que foram

desenvolvidas visando aplicar as propriedades das melaninas comercialmente:

Utilizagdo de cremes e logdes com melanina no tratamento terapéutico de diversas
lesbes de pele, como psoriase, dermatite seborréica e eczema (OKUN; MILTON,
1976);

Utilizacdo de melanina no tratamento de doengas degenerativas, como doenca de
Parkinson, mal de Alzheimer, retinites pigmentosa, esquizofrenia e deméncia
(BERLINER; ERWIN; MCGEE, 1993);

Usos da melanina na inibi¢do da angiogénese e da degeneracdo macular da retina
(D"AMATO; ROBERT, 2003);

Uso de melanina purificada ou biossintética em doencas que tem o excesso de produgdo
de citocinas (TNF-.alpha), como caquexia, artrite, tendinites, doenca inflamatéria de
intestino, septicemia, chogue e alergia (MOHAGHEGHPOUR, 2001);

Inibicdo da replicacdo do HIV in vitro por melaninas soltveis derivadas da L-tirosina e
da L-DOPA (MONTEFIORE, 2001);

Utilizagdo de melaninas modificadas com habilidade de inibir a replicacédo do HIV
(GARGER, 2002);

Utilizacdo da melanina para melhorar a coloragédo do cabelo (MEHL et al., 1999);
Melanina em cremes e logdes utilizados como protetores solares (PAWELEK, 1995);
Utilizacdo das melaninas em lentes protetoras dos olhos (GALLAS, 1991);

Utilizacdo de melaninas em método para deteccéo de tetraidrocanabinol na urina
humana (WOODFORD, 1989);

Protecédo de roupas contra radiacdes UV-A e UV-B (LEE, 2000).
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Para avaliar o potencial da utilizagdo da melanina de L. boryana em aplicagdes
biotecnoldgicas, sera necessario estudar as suas propriedades. Varios trabalhos tém
mostrado as propriedades de melaninas de outras fontes, e estas propriedades podem ser
utilizadas em novos estudos com o Lentinula boryana.

Na literatura podem ser encontradas diversas referéncias que mostram a protecdo
exercida pela melanina contra as radiacdes solares principalmente contra os raios ultra-
violeta (WANG, Y.; CASADEVALL, 1994; REHNSTROM; FREE, 1996; RILEY, 1997;
BUTLER; DAY, 1998; MACKINTOSHI, 2001; LANGFELDER et al., 2003). A DOPA
melanina tem a capacidade de converter luz, UV, visivel e infra-vermelho em calor, deste
modo protege a célula dos efeitos danosos das radiacdes e da energia eletronica (BUTLER,;
DAY, 1998), ou seja protege as células das mutagdes genéticas causadas pelas radiagdes
(RILEY, 1997). Uma das mais relevantes indicaces de que a melanina microbiana tem
efeitos protetores contra as radiagdes estd mostrado no trabalho de Zhadnova et al. (1994),
onde foi visto que ocorreu um aumento na propor¢do de fungos melanizados em solos
contaminados por radiacdo na regido de Chenobyl (revisado por BUTLER; DAY, 1998).
Como visto anteriormente, esta propriedade da melanina foi por diversas vezes explorada
visando a producdo de cremes, locGes, lentes para a protecdo solar. No futuro também
poderiam ser feitos estudos para verificar a influéncia da luz solar ou da luz ultravioleta na
producdo de melanina por Lentinula boryana, para conhecer melhor a fisiologia do fungo e
melhorar a producdo de melanina ou entdo procurar aplicaces desta melanina produzida
por L. boryana em cremes ou logdes.

As DOPA melaninas formam radicais livres e rapidamente os estabilizam. Esta
formacdo e absorgéo de radicais livres funciona como uma esponja de outros radicais livres
(BUTLER; DAY, 1998). Durante a sua formacdo as melaninas naturais e de DOPA.-
melaninas sintéticas absorvem metais em seu meio e devido a esta caracteristica elas tém
sido consideradas como ligantes de metais. Isto tem importancia para a sobrevivéncia dos
fungos, principalmente por que as melaninas previnem a entrada destes metais que muitas
vezes sdo danosos aos organismos. Algumas melaninas fungicas sdo bioabsorvedores
eficientes de cobre e alguns fungos produzem mais melanina na presenca de cobre
(CAESARTONTHAT et al.,, 1995; BUTLER; DAY, 1998). Além de metais as melaninas

podem proteger as células contra diversas substancias nocivas como agentes oxidantes
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(hipoclorito e permanganato), bem como podem aumentar a resisténcia dos fungos contra
fungicidas (LARSSON; TJALVE, 1979; BUTLER; DAY, 1998). Em futuros estudos
poderiam ser testadas a utilizacdo de L. boryana e sua melanina na bioabsorgdo de metais
pesados e substancias toxicas como agrotoxicos de residuos agroindustriais.

As melaninas tém afinidade e absorvem substéncias carcinogénicas (LARSSON;
TJALVE, 1979) e inibem o efeito citotoxico de quimioterapicos como Doxorubicina e
Daunorubicina em células MOLT 4 (SVENSSON et al., 2003). Também apresentaram
atividade antiviral (HIV) (MONTEFIORI, 1991). Com estas caracteristicas das melaninas,
poderiam ser feitos trabalhos sobre as atividades bioldgicas dos caldos de cultivo
melanizados de L. boryana.

Caso no futuro, for encontrado aplicacGes para a melanina de L. boryana vai ser
importante entender mais sobre a fisiologia deste fungo a fim de identificar estratégias para
melhorar a produgdo de melanina. Na literatura ha relativamente pouca informacao sobre a
fisiologia dos fungos produtores de melanina.

Ravishankar et al. (1995), revisado por Butler e Day (1998), em um trabalho com
fungos marinhos do mangue, Cirrenalia pygmea, mostrou que a hifa sem melanina
apresentou maior suscetibilidade ao choque osmético, propondo um papel para melanina na
osmolaridade das células. Esta mesma funcdo na osmolaridade foi observada em célula
procaridtica onde elevacdo da temperatura (acima de 30 °C) e o aumento da salinidade
induziram a producao de melanina por Vibrio cholerae (COYNE; AL-HARTHI, 1992). Em
futuros experimentos poderia ser testado se ha diferenca na producdo de melanina por L.
boryana com diferentes concentracbes de NaCl ou outro sal qualquer, podendo com isso
melhorar sua producéo.
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6 CONCLUSOES

Com o estudo comparativo sobre os polissacarideos dos corpos de frutificacéo de L.
boryana e L. edodes, foi possivel demonstrar que o L. boryana possui polissacarideos
semelhantes ao L. edodes. Sabendo-se que o L. edodes é considerado um cogumelo
medicinal devido as atividades bioldgicas dos polissacarideos do seu corpo de frutificacao,
com isso pode ser esperado que o L. boryana também possua atividades bioldgicas
similares, o que seria um potencial biotecnoldgico a ser explorado. Em futuros trabalhos
poderiam ser isolados e caracterizados polissacarideos do corpo de frutificagdo e do micélio
do L. boryana, também poderiam ser feitos testes para verificar suas atividades bioldgicas.

Com os trabalhos sobre o crescimento micelial em placas foi demonstrado que o L.
boryana possui caracteristicas de cultivo similares ao L. edodes. Considerando estes fatos
pode ser esperado que os trabalhos sobre o cultivo de L. edodes podem ser utilizados como
base para novos experimentos com o L. boryana, mas o trabalho apresentado nesta
dissertacdo alerta para que sejam tomados alguns cuidados especiais, isto porque o L.
boryana possui maior sensibilidade a temperaturas elevadas (acima de 25 °C) e a
concentracdes elevadas de fontes simples de nitrogénio.

As analises espectrograficas (RPE, IV e RMN) realizadas com o pigmento produzido
por L. boryana sugerem que se trata de uma melanina, provavelmente uma DOPA-
melanina. As observacfes dos fatores influenciadores da producdo de melanina por
Lentinula boryana sugerem que a elevacdo da temperatura e a presengca de outros
microorganismos no meio de cultivo estimulam a producdo de melanina, bem como a
disponibilidade de nutrientes e de oxigénio mostrou ser importante para a sua producao. O
fato de que as melaninas possuem aplicagcdes na industria e na medicina e que o L. boryana
produz estas melaninas revela um potencial biotecnolégico a ser explorado para o
macrofungo. No futuro podem ser feitos estudos para otimizar a producdo de melanina e de

enzimas envolvidas na sua producao, procurando possiveis aplicacdes para estes produtos.
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