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RESUMO

Residuos da baninicultura sdo abundantes na regido de Santa Catarina sendo utilizados para
formulacdo de meio de cultivo. Este trabalho teve como objetivo caracterizar quimicamente o
meio de cultivo utilizado, formulado com residuos da bananicultura, e avaliar a producéo de
lacase por Pleurotus sajor-caju. Realizaram-se ensaios em biorretor para producao de lacases
utilizando meio de cultivo OX145. A maior atividade de lacase (1.820 U L™) foi observada em
100 h de cultivo. Observou-se ainda a presenca de acucares, nitrogénio e minerais disponiveis
no meio, assim como o pH do meio de cultivo apresentou-se similar ao exigido pela enzima
para atuacdo, bem como o percentual em torno de 10% de celulose, hemicelulose e lignina,
considerados indutores de lacase, provenientes do residuo casca de banana.
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INTRODUCAO

Fungos produzem uma grande variedade de metabolitos de interesse industrial tais
como os antibidticos, enzimas, micotoxinas, vitaminas e polissacarideos com atividade
terapéutica. Dentre estes fungos, os fungos do género Pleurotus sdo capazes de crescer em
uma grande variedade de residuos agricolas, degradando esses residuos, ou seja, convertendo
celulose, hemicelulose e lignina em compostos de menor peso molecular, 0s quais sdo
utilizados para o seu crescimento, devido & producdo de uma variedade de moléculas com
interessantes atividades bioldgicas, dentre estas destacam-se as enzimas oxidativas.

Estas enzimas possuem aplicacdo em diversas areas que vao desde a destoxificacdo de
efluentes e residuos das industrias petroquimica, téxtil, alimenticia e de papel,
biorremediagdo, remocdo, precipitagio ou transformacdo de compostos toxicos e
recalcitrantes. Uma das principais limitacGes para as inUmeras aplica¢fes industriais destas
enzimas é o alto custo de sua producdo. Portanto, residuos lignocelulésicos disponiveis na
regido nordeste de Santa Catarina, podem ser utilizados como substratos nas formulagdes dos
meios de cultivo, além de serem economicamente viaveis, ajudam a resolver os problemas
ambientais decorrentes do seu acumulo na natureza. Uma alternativa ao descarte destes
residuos tem sido a sua utilizagdo como substrato para a producéo de cogumelos comestiveis
do género Pleurotus. Contudo, durante o cultivo de cogumelos do género Pleurotus grande
guantidade de um residuo liquido, denominado &gua de imersdo, é gerado. Este residuo é
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proveniente da etapa de umidificacdo do substrato, que permanece por 12 horas em imersdo
em agua. Durante este periodo, muitos nutrientes sdo dissolvidos no meio liquido, o que
justifica a proposta de utilizacdo deste residuo, juntamente com po de cascas de banana, para a
producdo de enzimas lignoceluloliticas por fungos do género Pleurotus.

Assim sendo, os objetivos deste trabalho foram: caracterizar quimicamente o meio de
cultivo utilizado, formulado com residuos da bananicultura, e avaliar a producao de lacase por
Pleurotus sajor-caju em biorreator utilizando este meio de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e meio de manutencdo: foi utilizada a linhagem Pleurotus sajor-caju CCB
019. A cepa foi mantida em meio sélido TDA, composto por 1,0 L de extrato de trigo, 20 g de
dextrose e 15 g de agar (FURLAN et al. (1997).

Caracterizacdo dos residuos agroindustriais: os residuos foram caracterizados em termos de
pH, umidade (AOAC, 1984), carboidrato total (AOAC, 1984), composi¢cdo monossacaridica
(GORIN et al., 1996), proteina bruta (BREENE, 1990), cinzas (AOAC, 1984), fibra bruta
(AOAC, 1984), hemicelulose, lignina e celulose (SILVA, 1981).

Producdo de lacase por Pleurotus em biorreator: os experimentos foram realizados em
biorreator de mistura completa B. BRAUN, com volume de trabalho de 4L. A temperatura foi
controlada em 30°C, o pH inicial ajustado em 6,0, a vazdo de ar em 0,37 L.min™ e a
frequéncia de agitacdo em 350 rpm. Amostras foram retiradas a cada dois dias, por
aproximadamente 15 dias. Utilizou-se o meio de cultivo denominado OXI145 composto por:
4gua de imersdo de folhas secas de bananeira adicionado de 45 g L™ de p6 de cascas de
banana, 150 UM de sulfato de cobre, 5,4 mM de tartarato de aménio e 10 g L™ de glicose. Os
indculos foram preparados em frascos Duran de 2L contendo 400 mL de meio de cultivo. Os
frascos foram inoculados com micélio fingico e incubados a 30°C com agitacdo reciproca de
110 min™, por sete dias.

Métodos analiticos: a concentracao de glicose foi medida pelo método Glicose-E. A atividade
de lacase foi determinada pelo monitoramento do aumento da absorbancia (420 nm),
produzida pela oxidacdo do composto ABTS (2,2-azino-bis-[3-ethyltiazoline-6-sulfonate]),
utilizado como substrato. Em um volume de 0,8 mL de ABTS, acrescenta-se 0,1 mL de
solucdo tampdo acetato de sédio 0,1M (pH 5,0) e 0,1 mL do caldo enzimatico (BUSWELL et
al., 1996). Uma unidade de atividade de enzima é definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 pmol do substrato ABTS por minuto, utilizando o coeficiente de
extingdo molar de 36000 M™*.cm™.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As Figuras 1 e 2 apresentam as caracterizagdes dos residuos agua de imerséo de folhas
secas de bananeira e po de cascas de banana, utilizados na formulacdo do meio de cultivo
OXI145.
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Figura 1 — Composigédo quimica da agua de imerséo de folhas secas de bananeira em termos de teor de
matéria organica (%), carbono (%), nitrogénio total (%), proteina bruta (%), cinzas (%),
relacdo carbono/nitrogénio e pH. :
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Figura 2 - Composicdo quimica de p6 de cascas de banana em termos de teor (%) de matéria organica,
fibra bruta, carboidrato, hemicelulose, lignina, celulose, cinzas, umidade e unidade de pH.

De acordo com os valores observados nas Figuras 1 e 2, observa-se a presenca de
acucares (glicose, galactose, xilose e manose) disponiveis no meio, assim como minerais e
nitrogénio. O pH do meio de cultivo apresentou valor similar ao exigido pela enzima para
atuacdo. Observa-se ainda percentual em torno de 10% de celulose, hemicelulose e lignina,
considerados indutores de lacase, provenientes do residuo casca de banana.

A Figura 3 mostra as varia¢des da concentracdo de glicose, atividade de lacase e pH
com o tempo, durante o cultivo de P. sajor-caju. Observa-se atividade maxima de lacase (em
torno de 1.820 U L™) no tempo de aproximadamente 100 h, sendo ambas as produtividades,
global e méaxima, iguaisa 17,8 U L™ h™.

Estes valores séo 8,5 e 10,5 vezes superiores aos reportados por Mello (2015), para
atividade maxima e produtividade global, respectivamente, utilizando a mesma espécie
fangica, as mesmas condi¢fes de cultivo e 0 mesmo meio de cultivo (OXI), porém com
adicdo de 30 g L™ de p6 de cascas de banana ao invés de 45 g L™. Portanto, observa-se
influéncia positiva deste substrato sobre a producéo de lacase por P. sajor-caju.
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Figura 3 - Variacdo da concentracdo de glicose (linha pontilhada), atividade de lacase (linha continua)
e pH (linha tracejada e pontilhada) em funcdo do tempo (horas) de cultivo de P. sajor-caju.
Os simbolos aberto e fechado representam as duplicatas do experimento (lacase -m-o-,
glicose - A-A- e pH -e-0-).

CONCLUSOES

De acordo com a caracteriza¢do quimica dos residuos utilizados na composicdo do
meio de cultivo, observou-se, devido a presenca destes, a disponibilizacdo para o meio de
cultivo de nutrientes e indutores importantes para a producédo de lacase. Desta forma, 0 meio
de cultivo OXI145 mostrou-se eficiente na produgdo de lacase por Pleurotus sajor-caju. O
aumento da concentracdo do residuo pé de cascas de banana de 30 para 45 g L™ propiciou
aumento de 8,5 vezes na atividade de lacase.
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