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Helm.

Marcadores bioquimicos, como a eletroforese, processo no qual consiste a migracao de
moléculas ionizadas de acordo com suas cargas elétricas e pesos moleculares em campo
elétrico, vem sendo utilizados na selecdo de fungos Basidiomicetos de podridao branca.
Tais organismos caracterizam-se por sua capacidade de degradar a lignina, hemicelulose
e celulose por serem produtores de enzimas (coquetel de celulases) para sacarificacao de
biomassa para a producao de bioetanol. Diante desses fatores, utilizaram-se trés isolados
de Letinula edodes (EF 50, 49 e 52) como agentes de transformagdo. Para determinagao
do melhor meio de cultivo foram avaliados, através dos niveis das variaveis
independentes utilizadas em ordem crescente (-1, 0, +1), os efeitos da alteracdo dos
teores iniciais de nitrogénio (sulfato de amonia com concentracdes de 0,1g/L, 2,5g/L e
5,0g/L, respectivamente) e de carbono (bagago de cana com concentragdes de 2g/L,
15g/L e 30g/L, respectivamente) como indutores na producdo de xilanases e celulases.
Foi realizado um planejamento fatorial 22, com 3 repetigdes no ponto central. Através
de graficos de superficie de resposta foi feita a analise dos dados obtidos em cultivo
submerso, o qual foi realizado em frascos de erlenmeyers de 250 mL com 150 mL de
meio de cultivo sintético, a 25°C por 7 dias, em agitador orbital a 150 rpm. O teor de
proteinas totais foi determinado através do método de Bradford. As atividades de
xilanases foram determinadas pela quantidade de agucares redutores liberados, a partir
de xilana “birchwood” (Sigma), as celulases endo B-1,4 glucanase e exo -1,4 glucanase
foram determinadas por espectrofotometria pelo método DNS e a B-celobiohidrolase
pelo kit GOD-POD de glicose. Os resultados obtidos mostraram que a produgao das
enzimas hidroliticas foi estimulada pela presenca de alta concentracdo de bagaco de
cana (30 g/L), caracterizando-o como agente indutor devido a relacdo de
proporcionalidade demonstrada. Por sua vez, o sulfato de amdnio atuou como redutor
da sintese de enzimas, sendo as baixas concentragdes (0,1 g/L) indicadas para o sistema
de producdo das enzimas em estudo. Quanto as linhagens, a EF 52 mostrou maior
atividade para xilanase, endo B-1,4 glucanase e¢ B-celobiohidrolase com valores da
ordem de 1 UIL-1. O proteoma relativo ao secretoma da linhagem selecionada foi
analisado por meio de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) fazendo uso de tampao
para extracdo de proteinas e dosagem das amostras com concentragdo de 40 pg de
proteina para 100 pl. Os resultados obtidos na leitura do gel nao foram vélidos, uma vez
que as bandas de corrida das amostras ndo foram visualizadas, indicando que o
procedimento de extracdo das proteinas enzimaticas ndo estd adequado. Diante disso,
torna-se necessaria a realizagdo de novos procedimentos para atendimento a demanda
de analise protedmica de extratos fungicos hidroliticos.



