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Resumo

Estudou-se a producdo das enzimas (Lacase e Celulase) produzidas pelo
Pleurotus sp em diferentes fontes de carbono (bagaco de cana de acucar e
feno de capim coast cross) em funcdo do tempo de cultivo (0 a 20 dias). O
isolado de Pleurotus sp foi propagado em placas de Petri contendo meio
batata-dextrose-agar (BDA). A atividade de lacase foi determinada através
da oxidacdo de 2,2 -azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) - ABTS em
solucdo tampédo Mcllvaine. A atividade da celulase foi determinada através
da quantidade de oxidacdo do acUcar redutor produzido utilizando &cido
dinitrosalicilico (DNS). O melhor valor obtido para atividade especifica da
lacase foi 22,6941 U mL™ de proteina no 10° dia de incubacdo em feno de
capim coast cross (FCC). Para celulase o melhor valor de atividade
enzimatica foi 92,6569 U mL™* de proteina no 10° dia de cultivo também em
feno de coast cross. Ambas as atividades enzimaticas estabilizaram-se apos
atingir o melhor valor de produgéo.

Introducao

O uso de residuos lignocelulésicos remanescentes da agricultura é
comumente utilizado na alimentacdo dos ruminantes. Entretanto, barreiras
fisicas aos processos fibroliticos podem limitar a extensdo da digestdo no
rimen (Martins et al., 2006).

A utilizagdo de enzimas fibroliticas isoladas de culturas de fungos na
alimentacdo de ruminantes tem mostrado resultados satisfatorios, como
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aumentos na digestibilidade da matéria seca (MS) e da fibra em detergente
neutro (FDN) (Hunt et al., 1995)

As lacases sdo enzimas que promovem a degradacdo de lignina e sdo
comumente encontradas em Pleurotus sp. As celulases sdo enzimas
responsaveis pela degradacéo de celulose, principal composto presente nas
células vegetais. Essas enzimas podem ser utilizadas de varias formas,
desse modo, a procura por enzimas com acéo eficiente sobre a fragao
fibrosa dos alimentos é cada vez maior.

Diante deste exposto, objetiva-se avaliar a produgédo e atividade das
enzimas lacase e celulase produzidas pelo Pleurotus sp em diferentes fontes
de carbono em fung¢édo do tempo de cultivo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido nos laboratérios pertencentes aos
Departamentos de Zootecnia e de Agronomia da Universidade Estadual de
Maringa (UEM), Maringd — PR. O micélio utilizado foi adquirido na empresa
Brasmicel, Suzano — SP, a espécie adquirida foi a Pleurotus ostreatus
branco. As fontes de carbono foram coletadas na Fazenda Experimental de
Iguatemi (FEI) e feitas as analises bromatoldgicas.

O Pleurotus sp. foi propagado em placas de Petri contendo meio batata-
dextrose-agar (BDA), extrato de batata (2 g/L), dextrose (10 g/L) e agar (15
g/L), que foram incubadas durante 7 dias. Os cultivos foram em triplicata e
realizados em frascos erlenmeyer de 125mL, contendo 50mL de meio de
cultivo e 0,5 g das fontes de carbonos, em seguida, foram inoculados com
um disco de 10 mm de fungo PL crescidos em BDA. Os meios de cultivo
inoculados foram incubados sem iluminagéo, em agitacao orbital a 120rpm
min-1, em estufa agitadora com temperatura controlada em 28°C nos
tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias.

A atividade da lacase foi determinada através da oxidacdo de 2,2 -azino-bis
(3- etilbenzotiazolina-6-sulfonato) - ABTS em solugdo tampao Mcllvaine
(acido citrico 100 mM, K2HPO4 200 mM, pH 4.0). Em cada amostra foi
utilizado 1,6 mL de solugdo Tampédo Mcllvaine pH 4,0 com 0,2 mL de
solucdo ABTS 20 mM e 0,2 mL de amostra.

A atividade Celulase foi determinada através da quantidade de oxidagédo do
acucar redutor produzido a partir do acido dinitrosalicilico (DNS). Para cada
0,250 mL de amostra foi utilizado 0,250 mL de carboximetilcelulose (0,5%
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em solucdo tampédo acetato de soédio 50mM, pH 5,8) em 50°C por 30
minutos.

As andlises das enzimas foram realizadas em triplicata e as atividades
enzimaticas calculadas utilizando a média dos valores das leituras. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de regressao ndo linear. As variaveis
foram analisadas pelo procedimento MIXED do Pacote Estatistico SAS.

Resultados e Discussao

A guantificacdo das atividades enzimaticas da lacase e da celulase diferiu
entre as fontes de carbono feno de coast-cross e bagaco de cana (Figura 1).
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Figura 1 - Atividade especifica (U mL™ de proteina) das enzimas lacase e celulase
produzidas em diferentes fontes de carbono por Pleurotus ostreatus em funcédo do
tempo

O comportamento da lacase e da celulase foram similares em ambas as
fontes de carbono, onde o crescimento linear ocorreu até atingir o ponto
méaximo de atividade enzimatica mantendo-se estavel posteriormente. Este
fato pode estar associado com a escassez nutricional e a producdo de
biomassa fungica.

As variacfes na atividade lignolitica e de biossintese de lacase pelos fungos,
durante o cultivo em estado sélido, dependem do tipo de substrato utilizado.
A restricdo nutricional do bagaco pode explicar o comportamento da
atividade enzimética da celulase e da lacase serem menores nesta fonte.
Uma alternativa poderia ser consorciar o bagaco de cana com outros
residuos agricolas, de forma a favorecer o desenvolvimento micelial fungico.
Soden & Dobson (2001), sugerem que 0 nitrogénio também pode regular a
expressdo de genes de lacase por meio de proteinas do tipo NIT2. Portanto,
a maior atividade enzimética da lacase em fonte de carbono feno de coast
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cross pode ser explicada pela maior quantidade de nitrogénio, proveniente
da proteina bruta.

Houve maior atividade enzimética da celulase em relagéo a lacase nos dois
meios de cultivo utilizados. O que pode ser justificado pelo fato da celulose
estar maiores proporgoes (20-60%) nos substratos, seguida da hemicelulose
e, por fim, da lignina.

A fonte de carbono feno de capim coast cross é mais rica em matéria
organica, nitrogénio e carboidratos nao fibrosos podendo justificar a maior
titulacdo enzimética lacasica e celulasica neste substrato.

Conclusao

O feno de capim cost cross proporcionou maior atividade enzimética da
lacase e da celulase. Os melhores valores de atividade especifica das
enzimas lacase e celulase foram obtidos entre 8 e 10 dias de incubacao.
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