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RESUMO

Objetivou-se, no presente estudo, avaliar a producdo da enzima
manganés peroxidase produzida pelo fungo da podriddo branca em diferentes
fontes de carbono (feno de coast cross e bagaco de cana) e tempos de cultivo
O, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias) e sua estabilidade em pH e
temperatura. A atividade Manganés peroxidase (Mn peroxidase) foi determinada
através da oxidagcdo de MnSO, em Malonato de sodio na presenca de H,0,. As
variaveis foram analisadas pelo procedimento MIXED do Pacote Estatistico SAS.
Os dados foram interpretados por uma analise de variancia adotando-se um
nivel de significancia de P<0,05 e o teste de média a ser realizado sera o
proposto por Tukey adotando 5% de probabilidade. A produgcéo de enzima foi
significativamente maior (P < 0,05) no tratamento em que foi utilizado feno de
coast cross como fonte de carbono sendo sua producéo estabilizada ap6s o 10°
dia de incubacéo dos fungos. A maior atividade da enzima se deu em pH 5,5 e a
temperatura de 30 a 40° C.

INTRODUGCAO

A produgcdo de cogumelos ocorre, normalmente, em residuos
lignocelulésicos elaborados por subprodutos da agricultura e para disponibilizar
fonte de carbono necessaria para a obtencdo de energia para o seu
desenvolvimento, o fungo produz e secreta enzimas celuloliticas,
hemiceluloliticas, lignoceluloliticas e proteoliticas. Os fungos da podridao
branca produzem uma variedade de enzimas extracelulares que atuam
sinergicamente e eficientemente na degradacdo da lignina, dentre elas, a
manganés peroxidase, que € uma enzima ligninolitica e foi reportado como a
principal enzima envolvida na despolimerizacdo da lignina (Sahoo e Gupta,
2005).

O aumento na digestibilidade da parede celular das forragens ensiladas
com um complexo de enzimas lignofibroliticas podera disponibilizar mais energia
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metabolizavel para o ruminante. Desta forma, investigar as enzimas produzidas
pelo fungo da podriddo branca em diferentes fontes de carbono foi o objetivo
deste estudo, e entre elas a producédo da enzima manganés peroxidase quanto a
sua estabilidade em pH e temperatura.

MATERIAIS E METODOS

Os cultivos do fungo foram realizados em frascos de erlenmeyer de
125mL contendo 50mL de meio de cultura liquido 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 iluminacdo com temperatura
controlada de 28°C nos tempos O, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias.
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas, fechadas e utilizadas para
a quantificacdo da atividade enzimatica.

A atividade Manganes peroxidase (Mn peroxidase) foi determinada
através da oxidagdo de MnSO, em Malonato de sddio na presenca de H,O,. A
proteina total para determinacdo da atividade enzimatica especifica foi
determinada pelo método de Bradford (1976).

A determinacdo do pH 6timo foi realizada em solucdo tampédo 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 os testes de estabilidade com a temperatura foram realizados a 5, 15,
25, 30, 40, 50 e 60°C.

As variaveis 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.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados observados na Tabela 1, o feno
proporcionou maior producdo da enzima manganés peroxidase quando
comparado ao bagacgo de cana. Em relagdo aos tempos de incubacao, nota-se
gue até o 10° dia, a producdo enzimatica cresceu de forma linear e positiva e
posteriormente se estabilizou.

De acordo com Kachlishvili (2005), o aumento de nitrogénio no meio
favorece a producdo de enzimas fibroliticas e segundo Menezes (2009), a
Manganés peroxidase é produzida como resultado do metabolismo secundario
do fungo e é regulada pela concentracdo de carbono e nitrogénio do meio. Deste
modo, a maior producdo de manganés peroxidase quando se utilizou feno de
coast cross em relacdo ao bagaco de cana-de-agucar, como fonte de carbono
para o desenvolvimento dos fungos, pode ser devido ao teor de proteina bruta
do feno que é maior quando comparado ao bagaco de cana-de-agucar (10,54%
vs 3,93%).
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Tabela 1. Atividade especifica (U / mg de proteina), erro padrdo da média (EPM), equacédo de regressao (ER) e valor de P
para efeito quadratico da enzima manganés peroxidase produzida em diferentes fontes de carbono por Pleurotus
Ostreatus em funcdo do tempo

Tempo de cultivo (dias)
4 6 8 10 12 14 16 18 20

Fonte de carbono EPM ER

Bagaco de cana  0,0069 0,0148 0,0182 0,0289 0,0290 0,0289 0,0286 0,0281 0,0279 0,0289 0,1570 1
Feno Coast Cross 0,0147 0,0300 0,0581 0,0730 0,0758 0,0758 0,0761 0,0749 0,0749 0,0760 0,2455 2

1-Y =0,0001 + 0,0042 x + 0,0001 X> R®=0,9227; 2 - Y =0,0051 - 0,0119X + 0,0004 X* R?=0,9355
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A enzima teve alta atividade de pH de 5,5 a 8,5, porém a maior
atividade foi verificada em pH5,5 com 0,03U/mL (Figural). A temperatura em
gue a enzima teve maior atividade foi entre 30 a 40°C, e a atividade diminuiu
com a elevacéo da temperatura (Figura2).

A temperatura e o pH tem grande influéncia sobre a velocidade das
reacfes enzimaticas. A medida que a temperatura aumenta, ocorre maior
interacdo entre as moléculas. Entretanto, temperaturas muito elevadas
provocam o rompimento de ligacdes quimicas e consequentemente, a
desnaturacao de enzima ( SKOOG ET al., 2007).

CONCLUSOES

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

Tendo em vista que o principal objetivo é avaliar a producédo e
estabilidade enzimética com a finalidade de, posteriormente, utiliza-la como
um aditivo em silagens, os resultados de pH e temperatura parecem
satisfatorios.
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