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Resumo:

Objetivou-se, no presente estudo,
avaliar a produgdo da enzima manganés
peroxidase produzida pelo fungo da podridao
branca em diferentes fontes de carbono (feno
de coast cross e bagaco de cana) e tempos de
cultivo (0 a 20 dias) e sua estabilidade em pH
e temperatura. A atividade Manganés
peroxidase foi determinada através da
oxidacdo de MnSO, em Malonato de sédio na
presenca de H,0O.. As variaveis foram
analisadas pelo procedimento MIXED do
Pacote Estatistico SAS. Os dados foram
interpretados por uma analise de variancia a
um nivel de significancia de P<0,05 e o teste
de média a ser realizado serd o proposto por
Tukey adotando 5% de probabilidade. A
producdo de enzima foi significativamente
maior (P < 0,05) no tratamento em que foi
utilizado feno de coast cross como fonte de
carbono e a maior atividade da enzima se deu
em pH 5,5 e a temperatura de 30 a 40° C.
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Introducdo:

A produgdo de cogumelos ocorre em
residuos lignocelulésicos elaborados por
materiais ou subprodutos da agricultura sendo
considerado processo biotecnol6gico que
recicla a matéria organica devido a habilidade
desses fungos em produzir enzimas
lignocelulésicas (Zhang et al., 2002). Para
disponibilizar fonte de carbono necessaria
para a obtencdo de energia para 0 seu
desenvolvimento, o fungo produz e secreta
enzimas  celuloliticas, hemiceluloliticas,
lignoceluloliticas e proteoliticas.

Apbés o crescimento e a colheita dos
cogumelos, o0 substrato de crescimento,
composto exaurido, pode ser utilizado para
outros fins na agropecuéaria, como adubo ou

para alimentacéo animal (Sanchez, 2004).

Para o] cultivo de cogumelo,
teoricamente, qualquer material
lignoceluldsico é suscetivel de utilizacdo, e
diversos tém sido testados
experimentalmente,  principalmente  com
matéria-prima local, objetivando sempre a
diminuicdo dos custos e o aproveitamento de
residuos lignocelulésicos.

Os fungos da podriddo branca produzem
uma variedade de enzimas extracelulares que
atuam sinergicamente e eficientemente na
degradacéo da parede celular, dentre elas, a
manganés peroxidase, que é uma enzima
ligninolitica e foi reportado como a principal
enzima envolvida na despolimerizacdo da
lignina (Sahoa e Gupta, 2005).

Alteragbes na composicdo quimica da
parede celular pode resultar em aumentos na
digestibilidade das forragens quando tratadas
com enzimas extracelulares e disponibilizar
mais energia metabolizavel para o ruminante.
Desta forma, investigar a produgéo de enzimas
pelo fungo da podriddo branca em diferentes
fontes de carbono foi o objetivo deste estudo,
e entre elas a producdo da enzima manganés
peroxidase quanto a sua estabilidade em pH e
temperatura.

Metodologia:

Os cultivos dos fungos foram realizados
em frascos de erlenmeyer de 125mL contendo
50mL de meio KIRK e 0,5g de fonte de
carbono, os frascos foram fechados e
esterilizados em autoclave a 120°C por 20
minutos, em seguida, foram inoculados com
um disco de 10mm de fungo crescidos em
BDA e foram incubados em estufa agitadora
sem iluminagdo com temperatura controlada
de 28°C nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18 e 20 dias. Posteriormente, as amostras
foram homogeneizadas, fechadas e utilizadas
para a quantificacédo da atividade enzimatica.

A atividade Manganés peroxidase (Mn
peroxidase) foi determinada através da
oxidacdo de MnSO,4 em Malonato de sodio em
pH 4,5, na presenca de H,0,. Para a analise
de cada amostra utilizou-se 0,6 mL de solugéo
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tampdo malonato de sdodio (50mM) pH 4,5
(temperatura ambiente) com 1,2 mL de
amostra, 0,60 mL de MnSO4 (4,5 mM) e 0,30
H202 (9mM). A absorbancia pode ser medida
apo6s 5 minutos em 270nm. Para o preparo do
“branco”, a amostra foi substituida por 1,2 mL
de solucao tampao.

A proteina total para determinacdo da
atividade enziméatica especifica foi
determinada pelo método de Bradford (1976):
50 pL de solucdo contendo a enzima e
incubada em 2,5 mL de reagente de Bradford
por 5 min em temperatura ambiente. As
absorbéancias das amostras foram lidas em
595 nm em espectrofotbmetro. Foi utilizada a
albumina de soro bovino (5-200 pg/mL) como
padréo.

A determinacdo do pH otimo foi
realizada em solucéo tampé&o Mcllvain com os
valores de pH de 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5,
6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 e 8,5. Os experimentos
foram realizados em tubos de ensaio de 5mL,
em temperatura de 25°C e o0s testes de
estabilidade com a temperatura foram
realizados a 5, 15, 25, 30, 40, 50 e 60°C. As
amostras foram mantidas em banho-maria e
incubadora de baixa temperatura.

As varidveis foram analisadas pelo
procedimento MIXED do Pacote Estatistico
SAS (SAS, 2004) e os dados interpretados por
uma analise de variancia adotando-se um nivel
de significAncia de p<0,05. Foram feitas
andlises de variancias para verificar os efeitos
principais de tratamento, do tempo e da
interacd@o entre tratamento e tempo. Nos casos
onde houve efeito significativo de tempo, o
desdobramento foi feito através da analise de
regressao.

Resultados e Discusséo:

O feno proporcionou maior producéo da
enzima em relacdo ao bagaco de cana,
provavelmente, devido ao teor de proteina
bruta desses materiais (10,54% vs 3,93%).

Em relacdo aos tempos de incubacéo,
nota-se que até o 10° dia, a producéo
enziméatica foi linear positiva e posteriormente
se estabilizou.

A maior atividade enzimatica foi
verificada em pH 5,5 (Figural). A temperatura
em que a enzima teve maior atividade foi entre
30 a 40°C (Figura 2).

A temperatura e o pH tem grande
influéncia sobre a velocidade das reacgfes
enzimaticas e temperaturas muito elevadas
provocam o rompimento de ligacdes quimicas
e consequentemente, a deshaturacdo de
enzima ( SKOOG ET al., 2007).
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Figura 1. Atividade da enzima manganés peroxidase em diferentes faixas de pH (3a 8 5)
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Figura 2. Afividade da enzima manganés peroxidase em diferentes faixas de
temperatura (5 a 60°C).

Conclusoes:

Diante dos resultados observados
pode-se concluir que o feno de coast cross
proporcionou maior produgdo enzimatica,
provavelmente devido ao maior teor de
nitrogénio em relacdo ao bagaco de cana e
gue a producdo enzimética foi estabilizada
apos o 10° dia de incubagdo dos fungos. A
enzima apresentou maior atividade em pH 5,5
e a temperatura de 30 a 40°C.
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