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RESUMO

A aplicacdo dos fungos basidiomicetos nos diferentes setores da industria e
da biotecnologia é significativamente crescente devido ao seu emprego em um
grande numero de &reas, incluindo a quimica, alimentacédo, combustivel, agricultura,
papeleira, téxtil, cosmético, farmacos e outros mais. Estes fungos possuem também
uma funcéo essencial na ecologia das florestas e o0 seu envolvimento na regulacéo
da energia e no fluxo de nutrientes sdo de importancia impar para estes
ecossistemas. Porém, devido ao pouco conhecimento da inexplorada biodiversidade
brasileira, especialmente na regido amazonica, esta pesquisa teve como objetivo o
estudo da cepa amazbnica ( UEA 10202 )do fungo Trametes lactinea. Este trabalho
se propds a estudar a influéncia de trés meios de cultivo (abricd, batata e residuos
de cupuacu) na producdo de biomassa fangica e secrecao da lacase do T.lactinea.
O fungo T.lactinea apresentou o maior crescimento micelial no pH 4 e menor no pH
9. Tanto para a maior producdo de biomassa como para a maxima atividade da
lacase foram obtidas no meio suplementado com residuo de cupuacgu. A condi¢édo
de agitacdo e a presenca do indutor ndo influenciaram a producdo de biomassa de
T. lactinea. Ja para a producdo de lacase a agitacdo afetou positivamente a
atividade desta enzima para o fungo T. lactinea. Em relagéo ao indutor etanol este
teve um efeito negativo na producao de lacase de Trametes lactinea em todos o0s

meios e condicOes testadas. A analise dos resultados demonstraram que tanto a
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producdo de biomassa como a atividade da lacase foram influenciadas diretamente

pelos nutrientes presentes nos meios de cultivo do fungo Trametes lactinea.
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ABSTRACT

The application of basidiomycetes in different sectors of industry and
biotechnology is increasing significantly due to its use in a wide range of areas,
including chemical, food, fuel, agriculture, paper, textiles, cosmetics, pharmaceuticals
and more. These fungi also have an essential role in the ecology of forests and their
involvement in the regulation of energy and nutrient flow are of unique importance for
these ecosystems. However, due to poor knowledge of unexplored Brazilian
biodiversity, especially in the Amazon region, this research aimed to study the
Amazonian strain (UEA_10202) of the fungus Trametes lactinea. This work aimed to
study the influence of three culture media (abricd, potato and cupuacu residual) in
biomass production and secretion of fungal laccase from T. lactinea. The fungus
showed the highest mycelial growth at pH 4 and lower at pH 9. So much for higher
biomass production as for maximum activity of laccase was obtained in medium
supplemented with “cupuacu residual” The condition of agitation and the presence of
inducer did not affect the biomass of T.lactinea. As for the production of laccase
agitation positively affected the activity of this enzyme for the fungus T. lactinea. In
relation to this inducer ethanol had a negative effect on laccase production from
Trametes lactinea in all media and conditions tested. The results showed that both
biomass production and laccase activity were influenced by the nutrients present in

the culture media of the fungus Trametes lactinea.
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INTRODUCAO

Os fungos tém sido usados ha séculos como fonte de producdo de muitos
metabodlitos e enzimas. Eles estdo envolvidos no processamento de frutas e

legumes, na classificacdo de sucos de frutas e na producao de adocantes.

Na medicina, os fungos receberam especial atencdo a partir do
desenvolvimento de alguns antibioticos, destacando-se a penicilina sintetizada a
partir de metabdlitos do fungo Penicillium chrysogenum. Esteréides e horménios
para o0 crescimento vegetal sdo oriundos também de metabodlitos desses
organismos. Um dos exemplos notaveis da utilizacdo dos metabdlitos fangicos na
medicina é a administracdo de ciclosporina em pessoas submetidas a transplante.
Essa substancia foi isolada a partir de fungos de solo (Tolypocladium inflatum e

Cylindrocarpon lucidum) na década de 70.

Os fungos tem grande importancia também no setor agricola e ecoldgico,
decompondo restos vegetais,degradando substancias toxicas na simbiose com as
plantas. Devido a esta grande versatilidade, os fungos vem sendo estudados,
recentemente principalmente quanto a sua aplicabilidade biotecnolégica (Azevedo et

al.,2009; Esposito & Azevedo, 2004).
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Muitos fungos secretam enzimas no substrato onde se encontram e absorvem
as moléculas resultantes da acdo dessas enzimas. Com isso, além de obterem
nutrientes para seu crescimento também disponibilizam os produtos resultantes da
degradacdo para a acdo de outros microorganismos, e por essa razado S80 0S
degradadores primarios de material organico na natureza, participando ativamente
nos ciclos de carbono, nitrogénio,e fosforo além de outros nutrientes e tém sido
explorados comercialmente como “fabricas” de enzimas, tanto as originadas de
fungos como as heterologas, originalmente presentes em outros organismos (Putzke

& Putzke, 2004).

Com a crescente demanda mundial por enzimas industriais e terapéuticas, 0s
fungos tém despertado a atencdo de varias industrias biotecnologicas ligadas a
diversos setores da economia, pelo fato, de que as enzimas industriais sdo na sua
maior parte, obtidas a partir de microorganismos (Antranikian, 2005; Olempska-Beer

et al, 2006; Sant’ Anna Jr., 2001).

As enzimas estdo presentes em todas as células vivas, onde exercem a fungéo
de catalisadores das reacfes que compdem as vias catabdlicas e anabdlicas do
metabolismo celular. Esses biocatalisadores sdo moléculas de proteinas e seu poder
catalitico estd associado a conformacdo nativa, que depende de condicbes

especificas de pH, temperatura e forga idbnica do meio (Martinez et al, 2005).

As enzimas sdo catalisadores muito eficientes. A catalase, por exemplo,

encontrada abundantemente no figado e nos globulos vermelhos do sangue, é
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capaz de catalisar a transformacdo de 5.000.000 moléculas de peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio, por minuto. Em contraste, com os catalisadores
inorganicos, como acidos, bases, metais pesados e Oxidos metalicos, as enzimas
tém alta especificidade, isto é, formam produtos seletivamente. Esta caracteristica é
muito Util nos processos industriais, porque se forma quantidades minimas de
produtos secundarios, 0 que representa beneficios econbmicos e ambientais com a
eliminacdo da necessidade de separacao de subprodutos com reducédo qualitativa e
guantitativa de efluentes industriais. Outra vantagem muito Util do ponto de vista
industrial € o baixo consumo energético requerido para 0S processos por via
enzimatica em comparag¢do com os de via quimica. Ressalta-se, também, o carater
de menor impacto ambiental dos efluentes gerados nos processos biocatalisados.
Adicionalmente, as préprias enzimas sdo prontamente biodegradadas e absorvidas
pela natureza. Em contraposicdo a este fato, a maior parte dos catalisadores
quimicos acumula-se na natureza, poluindo o meio ambiente. As enzimas tém
funcdo principal de degradar macromoléculas presentes no meio ambiente, como a
celulose, o amido, a lignina e proteinas, para a absorcdo de seus componentes

como nutrientes (Bon, et al, 2008).

O avanco da tecnologia enzimatica no Brasil é favorecido pela enorme
quantidade e variedade de matérias-primas renovaveis e passiveis de serem
transformadas em produtos Uteis para setores estratégicos para economia. A maior
biodiversidade do planeta como fonte de biocatalisadores concentra-se na regiao
amazonica e estudos da diversidade biotecnolégica com énfase nos fungos
amazonicos com potencial biotecnologico enzimatico contribuirdo assim para

expansao da producao de enzimas no Brasil.
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Lacases sdo enzimas com um grande interesse industrial. Dentre as varias
aplicacoes da lacase podemos destacar: em tinturas capilares oxidativas, a
descoloracédo de corantes téxteis, descoloracdo de polpa em industrias de papeis e
celulose (como clareador, potencial substituto do cloro, que é ambientalmente nocivo
devido a geracdo de compostos clorados altamente téxicos), sintese de polimeros,
biossensores amperométricos para deteccdo de fenol e também no processamento
de alimentos e bebidas, remocao de xenobibticos em sistemas de aguas, remocao
de compostos fendlicos de vinhos, analises de drogas e producéo de etanol ( Mayer

& Staples, 2002; Maciel et al., 2010).

No presente trabalho pretende-se verificar a producdo de lacase do fungo
amazonico basidiomiceto Trametes lactinea observando aspectos do crescimento, e
influéncia dos parametros fisicos da atividade desta enzima como potencial

biotecnolégico que atua nos varios componentes da madeira.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliacdo da producdo de biomassa e secrecdo da enzima lacase de um
isolado amazoénico do fungo Trametes lactinea quando cultivado em trés meios
de cultura, nas condicdes de agitacdo e estacionaria e na presenca ou auséncia

do indutor.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Verificar o crescimento micelial do fungo Trametes lactinea em cultura sélida

e liquida.

e Determinar a faixa de pH O6timo necessario ao crescimento do fungo

Trametes lactinea.

¢ Analisar a influéncia das condicbes de crescimento (agitacdo e estacionaria)
na producdo de biomassa micelial e na secre¢cdo da lacase do fungo

Trametes lactinea.

e Verificar a acdo do indutor etanol sobre a producao da biomassa micelial e da

atividade da lacase.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fungo

Os fungos sao seres eucariontes, heterotréficos, aclorofilados, aerébios,
unicelulares ou pluricelulares. Possuem pigmentos responsaveis pelas cores
variadas que apresentam, mas nenhum capaz de absorver energia para sintese de
carboidratos a partir do diéxido de carbono. Assim, sdo heterotroficos, mas se
nutrem por absorcédo, podendo viver como saprofitos, parasitas ou simbiontes com

outros organismos (Lacaz, 2002; Putzke & Putzke, 2004).

Estes organismos sdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ser
encontrados na agua, no ar atmosférico, no solo, sobre animais e vegetais vivos
parasitando-0s, na matéria organica em decomposicdo, nos produtos alimenticios e
produtos industriais. Para o seu desenvolvimento, necessitam de carboidratos. Estes
sd0 necessarios para a construcdo do corpo do fungo e, fonte de energia. Num
fungo tipico, 50% do peso seco sdo representados por carbono. Dos carboidratos,
os fungos utilizam glicose, frutose, maltose. A sacarose € também boa fonte de
carbono para algumas espécies. Alguns fungos utilizam proteinas, lipideos e certos
acidos organicos como fontes de energia. Além do carbono, os fungos necessitam
de nitrogénio. Na natureza, os fungos decomp&em proteinas e outras matérias para
obterem seu suprimento de nitrogénio. Muitos fungos, entretanto, obtém o nitrogénio
a partir de fontes inorganicas, como nitratos e sais de amonia. Eles ndo tém celulose
na sua parede celular, exceto alguns aquaticos e ndo armazenam amido como

substancia de reserva (Esposito & Azevedo, 2004).
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3.1.1 Importéncia Ecologica dos Fungos

Na cadeia alimentar, os fungos ocupam a posicdo de decompositores, tendo,
portanto, um papel muito importante na manutencdo do equilibrio ambiental. A
diversidade fungica é muito ampla sendo que existem algumas espécies que podem
causar doencas aos seres Vivos, bem como a deteriorizacdo de varios tipos de
materiais causando prejuizos econémicos. No entanto, a maioria das espécies é

benéfica para diversos setores humanos (Espoésito & Azevedo, 2004).

Os fungos juntamente com as bactérias heterotroficas sdo o0s principais
decompositores de materiais lignocelulosicos da biosfera. Ecologicamente podem
ser considerados os ‘lixeiros” do mundo, por degradarem todo tipo de restos
organicos, transformando-os em elementos assimilaveis pelas plantas (Putzke &
Putzke, 2004), deste modo a atividade fungica € amplamente responsavel pela

fertilidade do solo.

Um dos grandes problemas que o mundo industrializado vem enfrentando nos
dias atuais sdo a contaminacdo de solos, lencbis freaticos e sedimentos por
compostos organicos téxicos. Esses poluentes sdo potenciais ameaca a saude
publica e ao ambiente. A biorremediacdo estd se tornando muito pesquisada e
testada principalmente no caso de poluicdo por hidrocarbonetos. Os sistemas mais
utilizados na biorremediacdo sd&o o0s microbiologicos, principalmente fungos

filamentosos e leveduras (Silva & Esposito, 2004).

A contaminacdo de solos por metais pesados tem diversas origens, incluindo

emissao de veiculos automotores e de industrias (Gray, 1998). A remoc¢ao de metais
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pesados do solo e da agua tem sido um grande desafio. Devido a preocupacéo
ambiental, vem aumentando o interesse por métodos alternativos, como o uso de
fungos para a biorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados (Kotrba &
Ruml, 2000). Os macrofungos que sdo fungos filamentosos com capacidade de
produzir corpos de frutificacdo (Esposito & Azevedo, 2004), e apresentam um
grande potencial na remediacdo de solos contaminados por metais pesados devido
principalmente a sua caracteristica miceliar, além do fato de suportarem a toxidez
causada por esses compostos. Os fungos filamentosos tém a capacidade de
acumular metais pesados e de transloca-los por meio do micélio. Essa
concentracdo, no caso de Basidiomicetos, ocorre nos basidiocarpos. Dessa forma,
esses fungos introduzidos em solos contaminados por metais, absorveriam esses
metais e, por meio de translocacdo, os concentrariam nos basidiocarpos, que
eventualmente, seriam colhidos e os metais, extraidos e reutilizados, ou ainda

eliminados de maneira apropriada (Gray, 1998).

3.1.2 Importancia Econdémica dos Fungos

A maioria dos processos biotecnoldgicos utilizando fungos baseia-se nos
seus produtos metabdlicos como: fermentacdo, enzimas e polissacarideos, que
podem ser utilizados na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética. Além
dessas aplicacbes as enzimas produzidas pelos fungos sé&o utlizadas na
biodegradacdo de compostos xenobibticos, como, por exemplo, na biorremediacéo
de solos contaminados e no tratamento de efluentes da industria papeleira e téxtil

(Ribeiro da Silva & Coelho, 2006).
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A vantagem de métodos biotecnoldgicos é que suas reacbes sao altamente
especificas, ndo acarretando efeitos adversos ao ambiente, sdo mais econdmicos e
podem ser utilizados onde processos quimicos sao impraticaveis. Do ponto de vista
biotecnoldgico, fungos sdo microorganismos atraentes por possuirem metabolismo
dindmico e rapido, produtores de metabdlitos secundarios de interesse, heterotrofos

e adsortivos e sdo bons degradadores de substratos (Boominathan e Reddy, 1992).

Os fungos séo também utilizados como fonte de alimentacdo por possuirem
ate cinco vezes mais proteinas que as carnes de bovinos e suinos (Ribeiro da Silva

& Coelho, 2006).

Os produtos finais da degradacdo do substrato pelas enzimas fangicas
podem ser utilizados como fertilizantes em plantacdes, suplementos para reacao de
animais ou ainda serem reciclados e misturados a outros materiais organicos para

cobertura de plantagoes.

No mercado encontra-se, por exemplo, o tofu, que é queijo fermentado da
soja, e 0s cogumelos que sao utilizadas na alimentacdo, entre outros beneficios dos

fungos.

As leveduras séo de grande importancia econémica na producao de bebidas

alcoolicas e paes, por liberarem etanol e dioxido de carbono a partir de sua

fermentacao.
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Os fungos também foram os pioneiros na descoberta dos antibidticos, a
penicilina que foi descoberta em 1928 por Alenxader Fleming, isolado do fungo do

género Pennicilium (Laurense, 2005).

3.1.3 Fungos Deterioradores de Madeira

De modo geral, os fungos séo classificados com base na forma do corpo
frutifero e nas estruturas sob os quais os esporos sao formados (estagio sexual). Os
fungos deterioradores de madeira estéo classificados na classe dos Basidiomicetos,

principalmente nas ordens Polyporales e Agaricales (Putzke & Putzke, 2004).

Os fungos deterioradores de madeira podem ser classificados em trés grupos
ecofisiolégicos: os causadores de podriddo branca, os de podriddo parda e de
podriddo mole. Os basidiomicetos atuam na deterioracdo da madeira, decompondo
a matéria organica, dinamizando a ciclagem de nutrientes e regulando o equilibrio
energético dos ecossistemas terrestres (Tuomela et al, 2000). Os basidiomicetos sao
0s Unicos organismos capazes de mineralizar a molécula da lignina presente na

madeira (Kirk e Farrel, 1987).

3.1.4 Biomassa Fungica

Os fungos sé&o microrganismos eucariontes que obtém sua energia pela ruptura
de moléculas organicas, podendo ocupar diversos nichos ecolégicos (Tortora et al.,
2000). No ambiente terrestre, os fungos tem um papel importante nos ciclos
biogeoquimicos do carbono, nitrogénio ou fosforo (Boswell et al., 2003). Como
fitopatdgenos, esses organismos possuem mecanismos de adesdo ao hospedeiro

onde as moléculas de reconhecimento e unido sdo, na maior parte dos casos, de
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natureza protéica ou glicoprotéica (Xiao et al., 1994) e por isso, a producdo de
proteinas polissacarideos extracelulares tem sido associados a capacidade de

microrganismos causar doencas (Doss, 1999; Gil-Ad et al., 2001; Leite et al., 2001).

Os fungos podem ser considerados como 0s agentes mais importantes de
degradacéo da terra, principalmente quando se estuda os ecossistemas florestais,
onde esses microrganismos sdo 0s principais decompositores de celulose e lignina.
A producédo de biomassa em um ecossistema florestal € em grande parte controlada
por fungos degradadores de madeira, que determinam as taxas dos nutrientes
liberados e seu retorno ao ecossistema apds a morte das arvores (Esposito &

Azevedo, 2004).

Além de sua atuacdo nos ecossistemas, os fungos também apresentam um
grande potencial de aplicacdo nas diferentes areas industriais, como alimentos,
cosmeéticos, medicamentos, assim como na area ambiental na detoxificacdo de
compostos em ambientes contaminados (Rezende et al., 2005). A utilizacdo destes
microrganismos pode ser através de sua biomassa ou entdo de macromoléculas

isoladas.

A biomassa excedente da producéo industrial de antibiéticos por Penicillium
chrysogenum, alem de ser aproveitada para racdo para gado e ou no preparo de
fertilizantes (Muzzarelli et al., 2000), também vem se mostrando uma fonte viavel de
moléculas importantes, como os polissacarideos do tipo glucanas (Wang et al.,
2007), aplicados na éarea medicinal devido a suas atividades antitumorais e

imunomoduladoras.
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Durante um processo fermentativo para a producdo de exopolissacarideos
(EPS), um grande percentual de biomassa também é obtido. Entretanto, as
guantidades de massa micelial e EPS ndo sdo necessariamente proporcionais,
sendo dependentes dos diferentes fatores utilizados no cultivo, tais como fontes de
carbono e de nitrogénio, pH, temperatura, agitacdo, grau de aeracédo, entre outros.
Estes parametros podem interferir tanto na producdo da biomassa quanto dos
compostos isolados desse substrato. Segundo Magnelli (2005), o resultado
esperado no final do procedimento, se biomassa ou EPS, determinard como essas

variaveis serao aplicadas no cultivo microbiano.

3.2 Basidiomicetos

O grupo dos basidiomicetos inclui os fungos que produzem esporos
(basidiésporos) de origem sexuada em uma estrutura especializada denominada de
basidio e popularmente chamadas de cogumelos e orelhas de pau. A fase
vegetativa dos basidiomicetos é denominada de micélio, que por sua vez € formada
por muitos filamentos septados chamados hifas. Os basidiomicetos séo
caracterizados por possuirem dois tipos basicos de basidiésporos. Os denominados
balistosporos, que sé&o liberados violentamente dos basidios e os denominados

estatismosporos que sao liberados passivamente (Gugliotta & Campelari, 1998).

3.2.1 Basidiomiceto do Género Trametes

O basidiomiceto do género Trametes € provavelmente o mais ativamente
investigado no filo Basidiomycota pelas aplicacdes biotecnologicas. A pesquisa esta
direcionada para o género Trametes principalmente pela sua utlizacdo na
biorremediacdo de solos. O género Trametes tem aproximadamente 335 espécies
(Nyanhongo et al, 2007).
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3.2.2 Basidioma do género Trametes

O basidioma do género Trametes se caracteriza por ser anual e de
consisténcia flexivel consistem de pileus semicircular, com cerca de 4 cm de
comprimento e 6 cm de espessura. Enquanto fresco, torna-se cinzo e a medida que

amadurece adquire cor amarelada. (Reck, 2009).

3.2.3 Morfofisiologia do género Trametes

Crescimento rapido em meio de cultura (5,5 cm em 1 semana). Pileus com
7,5 cm no raio, séssil, algumas vezes com a base discéide. Esporos medindo (5,5-
6,6 x 2,5-3 um), branco, elipsoide para subcilindrico. E constituido por hifas trimiticas

(Ryvarden & Johansen, 1980).

3.2.4 Enquadramento taxondmico do fungo Trametes lactinea

De acordo com Ryvarden & Johansen, (1980) o fungo Tramets lactinea (Berk)
apresenta o seguinte enquadramento taxondémico:
Reino: Fungi
Divisdo: Eumycota
Filo: Basidiomycota
Classe: Basidiomycetes
Ordem: Polyporales
Familia: Polyporaceae
Género: Trametes

Espécie: lactinea
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3.2.5 Distribuicao e habitat de Trametes lactinea

A distribuicdo do Trametes lactinea € pantropical. Segundo Ryvarden &
Johansen (1980) T. lactinea é uma espécie rara, e € conhecida no Sul da Africa,
Australia e Filipinas. Também foi registrada na China, nas regides neotropicais da
Guiana, Jamaica, Venezuela e no Brasil.

3.2.6 Sinonimia

- Polyporus lactineus (Berk) 1843
- Coriolus lactineus (Berk) 1843
- Trametes lamaoensis (Murrill) 1907

- Trametes levis (Berk) 1847

3.3 Enzimas

A palavra enzima do grego énzymo (em: na; zymos: levedura) foi sugerida por
Kunhe, no seu primeiro trabalho, como nome genérico para “fermentos” que
atuavam na auséncia de organismos ou fora deles. Hoje sabe-se que as enzimas
sdo catalisadores ou seja, aumento de varias ordens da grandeza a velocidade das
reacfes que catalisam podendo ser de natureza protéica e de RNAs e DNAs
cataliticos. As ribozimas que tem como catalisadores moléculas especificas de RNA.
Embora algumas enzimas sejam até hoje extraidas de tecidos animais e vegetais,
sendo as mais notaveis, pepsina, tripsina e quimosina, a grande maioria das
enzimas industriais é obtida de microorganismos (fungos e leveduras) (Bon, et al.,

2008).
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Microorganismos tem sido coletados de ambientes extremamente hostis como

o artico, fontes termais, floresta tropical e desertos. O espectro de atividades

enzimaticas é grande. Técnicas de engenharia genética tem contribuido com a

industria de enzimas aumentando a produtividade de fermentacdo enzimatica.

(Archer et al., 2001)

Tabela 1 Exemplos de enzimas comerciais obtidas a partir de microrganismos

Enzima Microrganismos produtores
Aminopeptidase Aspergillus niger, A. oryzae, Lactococcus lactis, Rhizopus oryzae
Alfa-amilase ‘Aspergillus niger, A. oryzae, Bacillus amyloliquefaciens,
B. Subtilis, B. licheniformis

Catalase Aspergillus niger, Micrococcus luteus
Celulase Aspergillus niger, Bacillus amyloliquefaciens, B. Subtilis,

Humicola isolens, Streptomyces lividans, Trichoderma reesei, T. viridae
Dextranase Chaetomium erraticum, Penicilium lilacinum

Alfa-galactosidase

Aspergillus niger

Beta-glicanase

Aspergilius niger, A. aculeatus, Bacillus amyloliquefaciens,
B. subtilis, Humicola isolens, Talaromyces emersonii

Fitase

Aspergillus niger

Glicoamilase

Aspergillus niger, Rhizopus delemar, R. niveus, R. oryzae

Glicose-isomerase

Streptomyces murinus, S. olivochromogenes

Hemicelulase Aspergillus niger, Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis

Inulase Aspergillus niger

Invertase Saccharomyces cerevisiae

Lactase Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis

Lipase Aspergillus niger, Penicilium camembertii, Candida lipolytica,
C. rugosa, P. roqueforti, Rhizopus oryzae

Pectinase Aspergillus aculeatus, A. niger, A. Pulverulentuns,

Penicilium funiculosum
Protease Bacillus halodurans, Aspergillus melleus, A. niger, A. oryzae, B. subtilis,
B. licheniformis, Penicilium citrinum, Rhizopus niveus, S. fradiae
Pululanase Bacillus acidopullulyticus, B. circulans
Xilanase Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Humicola insolens,

Penicilium funiculosum, Trichoderma reesei

Fonte: European Comission, 2002.

Atualmente, verifica-se uma grande expansdo da aplicacdo da tecnologia

enzimatica a muitos setores industriais, como por exemplo, na inddstria
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farmacéutica, onde temos o0s seguintes usos: enzimas como medicamentos.

tabela relaciona algumas enzimas com importantes atividades terapéuticas.

Tabela 2 Exemplos de enzimas terapéuticas

. Uso/indicacao
Enzima Namero EC Reacéo terapéutica
Asparaginase* 3.5.1.1 L-asparagina + H,O — Leucemia
L-aspartato + NH;
Colagenase 3.4.24.3 Hidrolise de colageno Ulceras de pele
Fator VII 3.4.21.21 Plasminogénio — plasmina Coagulo sanguineo
Hialuronidase 3.2.1.35 Hidrolise do hialuronato Ataque cardiaco
Lisozima 3.2.1.17 Hidrdlise da parede Antibidtico
celular bacteriana
Rodanase 2.8.1.1 S,0.% + CN"— S0, + Envenenamento
SCN com cianeto
Ribonuclease 3.1.26.4 Hidrélise de RNA Antiviral
p-lactamase 3.5.2.6 Penicilina — peniciloato Alergia a penicilina
Estreptoquinase 3.4.22.10 Plasminogénio — plasmina Coagulo sanguineo
Tripsina 34.214 Hidrdlise de proteina Inflamagao
Uricase* 1.7.33 Urato + O, — alantoina Gota
Uroquinase 3.4.21.31 Plasminogénio — plasmina Coagulo sanguinec
Superéxido-dismutase 1.15.1.1 Radical superéxido — Inflamagéo
peréxido de hidrogénio + O,
B-Glicocerebrosidase* 3.2.1.45 Terapia de reposigao Doenca de Gaucher
enzimatica
Galactosidase* 3.2.1.23 Terapia de reposicao Doenca de Fabry
enzimatica
Catalase 1.11.1.6 Perdxido de hidrogénio — Inflamagéao / estresse
H,O + O, oxidativo

*Aprovadas para uso clinico

A

A aplicacdo das enzimas no mercado de diagnésticos pode ser dividido em

duas categorias principais: método enzimatico em analises clinica e enzimas

avaliadas em diagndsticos clinicos de doencas. Exemplos de enzimas empregadas

para métodos enzimaticos em analise clinicos sdo apresentados na tabela 3 e tabela

4 apresenta exemplos de enzimas avaliadas em diagndésticos clinicos de doencgas.
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Tabela 3 Exemplos de enzimas empregadas em analises clinicas

" Enzima Substrato avaliado
Alcool-desidrogenase Alcool
Alcool-oxidase Alcool

Aldeido-desidrogenase

Indicador para reagdes que produzem acetaldsido

CétaIaSe/aldeido-desidrogenase

Acido Urico

Colesterol-oxidase/peroxidase

Colesterol

Colesterol oxidase

Colesterol total

Creatinase Creatinina e creatina
Creatininase Creatinina
Glicose-6-P-desidrogenase/hexoquinase Glicose g ATP
Glicose oxidase (peroxidase) Glicose
a-glicosidase o-amilase
B-glicosidase a-amilase
B-glicuronidase Esterdides
Glutamato-desidrogenase/urease Uréia

Glicerol-3-P-desidrogenase

Triglicérides e glicerol, indicador em ensaios de
aldolase, triose-P isomerase e glicerol quinase

Lactato-desidrogenase

Indicador em ensaios de GPT

Lactato-desidrogenase/piruvato quinase

Indicador em rea¢des em que ADP, ATP
ou piruvato sdo produtos

Lipase/glicerol-quinase/glicerol-3-P-oxidase/
peroxidase

Triglicérides e glicerol

Malato-desidrogenase

Oxaloacetato e malato

Malato-desidrogenase/fosfoenclpiruvato- CO,/carbonato
carboxilase : :

Maltose-fosforilase o-amilase
Mutarotase/glicose-oxidase/peroxidase Glicose

Sarcosina-oxidase

Creatinina e creatina

Sacarose-fosforilase

Fosfato inorgénico

Urease . .

Uréia

Uricase/peroxidase/aldeido-desidrogenase

" Acido urico
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Tabela 4 Exemplos de enzimas empregadas em diagndsticos clinicos de doencas

Enzima avaliada

: Doenca-alvo

Fosfatase acida

Cancer de préstata, doenca de Gaucher

Alanina-aminotransferase

~ Problemas hepéticos

Fosfatase alcalina

Problemas hepatobiliares e 6sseos

Amilase

Pancreatite aguda

Enzima conversora de angiotensina

Doenca de Gaucher, leprose, cirrose bifiar

Aspartato-aminotransferase

* . Tecidos danificados (coracéo, figado, rim)

Colinesterase

“Beposicac a organofosiatos

Creatinina quinase

Problemas cardiacos/musculares . -

Gamaglutamiltransferase

Problemas hepaticos

Lactatodesidrogenase

infarto do miocéardio, cancer de testiculo

Renina

Hiperaldosteronismo

Ultimamente, é crescente a utilizacdo de enzimas em produtos cosméticos

(Xu,2005). A tabela 5 relaciona algumas patentes depositadas na area:

Tabela 5 Exemplos de patentes
cosméticos

relacionadas com o uso de enzimas em produtos

Patente Deposﬁah’te Ano Descricao
US5476607 Warner Lambert Co 1993 P& efervescente para limpeza de dentaduras
com enzimas proteoliticas
JP7316035 Usuki Seiyaku 1994 Cultura de basidiomicetos como
despigmentante em manchas de pele

FR2725898 L'Oreal 1994 Frasco A - precursor de hidrdxi-acido Frasco

B — lipase: mistura de ambos no momento da

aplicacao, gerando um hidréxi-acido para o
combate do envethecimento cutéqeo
FR2719215 Yves Rocher 1994 Lipase para uso capilar no tratamento
da seborréia

JP7304648 Kyoei Chemical 1994 Tripsina, papaina, peptidase e bromelina

como despigmentantes em manchas de pele
E710478 L'Qreal 1994 Lipase associada a ésteres C2-25

como despigmentante
WO9507686 Unilever PLC 1995 Proteases (catepsinas) para o cuidado
da pele seca
US5490980 Chesebrougs-Pand's 1996 Transglutaminase que promove a ligagao de
substancias ativas na pele, unhas e cabelo
US5441740 Longevity Network Ltd 1996 Papaina, bromelina e alfa-hidroxi-acidos
para o cuidado da pele
WO097444005E Protopapa et alii 1997 Enzimas proteoliticas incorporadas
em microemulsao depilatdria
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Patente Depositante. Ano Descricao

WQ09830682 Novo-Nordisk 1998 Enzima acoplada com um polimero
para cuidado da pele
WO9906071 Procter & Gamble Co. | 1999 Proteases conjugada com polimerg,
com baixa alergenicidade
WQ09936036 L'Oreal 1999 Corante de cabelo contendo lacase
comao oxidante
EP970691 L'Oreal 2000 Lipase com precursor de vitamina
e &lcool graxo
EP1004289 Pugliese, PT e 2000 Preparagéo para o cuidado da pele
Pugliese, S.M contendo catalase
US20034488 Kravtchenko, S. 2002 | Oxidorredutases e peroxidases em oxidantes
* para tinturas, onduladores e descolorantes
de cabelo
USe537328 L'Oreal 2003 Lacase em tinturas capilares oxidativas

A vantagem da utilizacdo de enzimas em muitos processos deve-se a menor
producdo de subprodutos residuais, 0 que propicia a obtencdo de produtos de
melhor qualidade e com menor probabilidade de poluicdo do meio ambiente.

Outras vantagens da aplicacdo de enzimas sdo um claro exemplo de atividades
relacionadas como desenvolvimento sustentavel, em que o0s procedimentos
industriais, baseados no uso de recursos naturais devolvem a natureza, em uma

dinamica ciclica, os recursos extraidos.

3.3.1 Lacase

A primeira descri¢do da enzima lacase foi feita em 1883 por Yoshida, originada
de uma arvore japonesa Rhus vernicifera e em 1985 foi caracterizada como
uma oxidase contendo metal ( Mayer & Staples 2002). A distribuicdo de lacase é
bastante ampla sendo reconhecidos dois grupos principais, as lacases extraidas

de plantas superiores e as produzidas por fungos, apresentando estes grupos
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claras diferencas, mas ha também relatos da presenca de lacase em bactérias

(Baldrian, 2006).

Lacases, p-difenol:dioxigénio oxidoredutase (EC 1.10.3.2), fazem parte de um
grupo de enzimas denominadas enzimas multicobre, que inclui entre outras
acido ascorbico oxidase e ceruloplasmina (Mayer &  Staples, 2002).
Oxidoredutases s&o enzimas que catalisam processos de oxidacdo e reducao, e
constituem um grupo que compreende quase um quarto de todas as enzimas

conhecidas, entre as quais estdo lacases e peroxidases.

Lacase € uma polifenol oxidase que atua sobre uma variedade de doadores de
hidrogénio aromaticos (Leonowicz et al. 2001) e também espécies inorganicas,
incluindo fons Mn*2. As fenol-oxidases sdo Oxido-redutases que catalisam a
oxidacao de fendis onde possuem uma caracteristica comum de serem capazes
de oxidar compostos aromaticos, tendo como aceptor terminal de elétrons o

oxigénio molecular (Mayer & Staples, 2002).

A enzima lacase catalisa a remocdo de um elétron e um préton de grupos
hidroxi-fendlicos ou amino-arométicos formando seus respectivos radicais livres.
Além disso, a lacase que contém em seu sitio ativo 4 atomos de cobre, ndo somente
oxida acidos fendlicos e metoxifendlicos, mas também os descarboxila e ataca seus
grupos metoxila através de desmetilacdo ou desmetoxilacdo (Leonowicz et al.
2001). O mecanismo geral de atuacdo das lacases é a oxidacdo do substrato
através da abstracdo de um elétron de um composto fendlico gerando um

radical fenoxila (Higuchi,1990).
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a) 2 (Cu[ll] ) — lacase + fenol %o 2 (Cu [I] ) — lacase + radical fenolato + 2 H+

b) 2 (Cu[l]) —lacase + O2 + 2 H+ %o 2 (Cu [ll] ) — lacase + H20

O ciclo catalitico da lacase compreende trés passos principais: a) reducéo
do cobre tipo 1 pelo substrato; b) transferéncia interna de elétrons do cobre tipo 1
para os cobres tipo 2 e 3; c) reducdo de oxigénio molecular para agua

através de sua interacdo com os cobres de tipo 2 e 3 (Gianfreda et al. 1999).

De uma maneira geral a lacase reduz o oxigénio molecular a agua e promove
simultaneamente a oxidacdo de varios substratos aromaticos. Lacases fangicas
tipicamente catalisam a oxidacdo de difendis simples como hidroguinona e
catecol, assim como varios metoxifenois (guaiacol, 2,6 — DMP) e aminas aromaticas
(Thurston 1994). Essas enzimas nao catalisam a oxidacao de tirosina que é o
anico substrato especifico para tirosinase enquanto que a seringaldazina (4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido azina) €é considerado um substrato especifico
para lacase, desde que o peroxido de hidrogénio seja totalmente eliminado,
uma vez que este composto € também oxidado pela enzima manganés
peroxidase (MnP), enzima produzida por muitos basidiomicetos lignoliticos (Mayer
& Staples 2002). A lacase tem um potencial redox mais baixo que lignina
peroxidase (LiP) e MnP e por isso oxida somente fragmentos fendlicos de
lignina. O emprego de mediadores apropriados pode aumentar consideravelmente o
espectro de substratos oxidados pela lacase, possibilitando a oxidagdo de
compostos nao-fendlicos (Couto & Herrera, 2006). Diversos compostos tém sido
utilizados com este propdsito, podendo-se citar entre 0s mais comuns ABTS (acido

2,2 azino-bis(3-etilbenzotriazolina-6-sulfénico), HBT (1-hidroxilbenzotriazol), TEMPO
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(N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidima) e acido violurico. (Higuchi, 2004). A lacase
amarela a capaz de oxidar compostos ndo fendlicos mesmo na auséncia de
mediadores, sendo postulado que este tipo de lacase pode conter mediadores
endogenos, derivados da lignina. Apesar dos varios estudos ja realizados, as
funcdes biolégicas da lacase nos organismos produtores ainda ndo estdo muito
claras. Em fungos ha relatos sobre sua participacdo no rapido crescimento celular,
controle da patogenicidade (Leonowicz et al. 2001), controle de viruléncia (Mayer
& Staples 2002), pigmentacdo de esporos (Leonowicz et al. 2001, Mayer &
Staples 2002), diferenciacdo sexual, esporulacdo (Thurston 1994) e degradacéo
de lignina Lacases originadas de plantas sdo relatadas como importantes no
processo de recuperacdo de lesdes e sintese de lignina. O papel da lacase na
degradacdo da lignina ainda ndo estd totalmente elucidado, mas sabe-se que
esta degradacdo pode ocorrer mesmo na auséncia de LiP e MnP ( Leonowicz et
al. 2001, Mayer & Staples, 2002). Sabe-se também que ela esta envolvida tanto

na polimerizagdo como na despolimerizacdo da lignina (Thurston, 1994).

3.3.2 Lacases fungicas.

Lacases fungicas tém sido encontradas em diferentes géneros de ascomicetos,
Aspergillus, Neurospora e Podospora, alguns deuteromicetos, Botrytis e
principalmente basidiomicetos, Collybia, Fomes, Lentinus, Pleurotus, Trametes
particularmente aqueles associados com madeira deteriorada ou em estagio terminal
de decomposicdo (Baldrian, 2006). Os melhores produtores de lacase séo
basidiomicetos pertencentes ao grupo dos fungos de decomposicao
branca,eficientes degradadores de madeira (Mayer & Staples 2002; Thurston,

1994). Quase todos esses fungos produzem MnP e lacase, mas somente
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alguns produzem LiP (Hatakka, 1994). O sistema de degradacdo de materiais
ligninocelulésicos envolve uma série de reacles, apresentando essas enzimas,
diferentes papéis na degradacdo da lignina. A lacase oxida os anéis fendlicos
em radicais fenoxilicos. Essas enzimas sado amplamente estudadas por suas
aplicacdes industriais e ambientais. As lacases fungicas tém um enorme potencial
de aplicacdo na industria devido a grande diversidade de substratos que podem
oxidar. Assim, pode se salientar a sua utilizacdo na modificacdo de ligninas
industriais para obtencéo de produtos de valor agregado, na indastria da polpa e do
papel para reducdo do volume de produtos quimicos utilizados e a possibilidade do
fechamento do circuito, nas industrias téxtil e dos detergentes, para inibicdo da
transferéncia dos corantes sintéticos, e na producdo de resinas fenolicas. E
particularmente interessante o tratamento de aguas residuais, em gque o0s poluentes
oxidados pela lacase fungica originam polimeros insolGveis em agua, de remocao
mais facil. A utilizacdo das lacases fungias em escala industrial j& € uma realidade

(Baldrian, 2006).

3.3.3 Indutor da Lacase

Como as aplicacdes biotecnolbgicas requerem grande quantidade de enzima,
e normalmente lacases extracelulares sdo produzidas em pequenas quantidades
(Baldrian, 2006), para melhorar a producdo de lacase, vérios indutores tém sido
utilizados, destacando-se compostos aromaticos ou fendlicos relacionados a lignina
ou derivados da lignina. Bons resultados obtidos com alguns compostos tém
estimulado pesquisas para a producdo de lacase em larga escala, considerando
a vasta aplicabilidade industrial e ambiental desta enzima. Nao existe um 6timo indutor

de lacase comum a todos os fungos, havendo grande variagdo do indutor de acordo
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com o fungo estudado. Na tabela 1 os principais indutores de lacatoses estudados nos

ultimos anos .

Tabela 6 Exemplos de indutores para producéo de lacase fangica

Composto

Referéncias

Aminoacidos

Dong et al. (2005); Levin & Forchiassin (2001);
Dhawan & Kuhad (2002) .

Biotina

Dhawan & Kuhad (2002).

CuS0O4 (Cu++)

Klonowska et (2001), Galhaup & Haltrich
(2001), Galhaup et al. (2002), Levin et al. (2002), Saparrat

al.

et al. (2002a), lyer & Chattoo (2003), Chen et al.
(2004), Jaouani et al. (2005)
Acido 3,4-
. L Sethuraman et al. (1999)
dimetoxicinamico
Guaiacol Koroljova-Skorovogat’ko et al. (1998), Lee et al.
(1999), Souza et al. (2004).
Lee etal. (1999), Dekker et al. (2001), Lomascolo et
Etanol

al. (2003), Jaouani et al. (2005)

Brometo de etidio

Dhawan et al. (2003 )

Cafeina

Souza et al. (2004)

Acido caféico

Koroljova-Skorovogat’ko et al. (1998); Souza et al.
(2004)

Acido galico

Lee et al. (1999), Souza et al. (2004)

Acido benzéico

Souza et al. (2004)

Acido p-cumarico

Souza et al. (2004)

Acido tanico

Souza et al. (2004)

Acido fertlico

Sigoillot et al. (1999), et al. (2000),

Lomascolo et al (2002 e 2003), Xiao et al. (2003), Farnet et
al. (2004), Souza et al. (2004)

Herpdel

Acido

hidroxibenzodico

Klonowska et al. (2001), Klonowska et al. (2002)
Riboflavina Dhawan & Kuhad (2002) Tween 80 Pointing
et al. (2000), Lomascolo et al. (2002); Giese et al. (2004)
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Acido vanilico

Mufioz et al. (1997), Souza et al. (2004)

Vanilina

Pérez et al. (1996), Lo et al. (2001), Xiao et al.
(2003), Souza et al. (2004)

Alcool veratrilico

Mundz et al. (1997), Perié et al. (1998),
Vasconcelos et al. (2000), Dekker & Barbosa (2001),
Dekker et al. (2001), Couto et al. Jm yui(2003), Souza
et al. (2004), Arana-Cuenca et al. (2004)

Residuos

agricolas diversos

Rodriguéz et al. (1997), Arora & Gill (2000),
Hatvani & Meécs (2001), Lorenzo et al. (2002),
Vikineswary et al.(2006).

Farelos diversos

Lomascolo et al. (2002), Souza & Peralta (2003),
Souza et al. (2004), Moldes et al. (2004)

Lignina

Dong et al. (2005)

Acido siringico

Xiao et al. (2003), Souza et al. (2004) Seringaldazina
Koroljova-Skorovogat’ko et al. (1998), Souza et al. (2004)

Eggert et al. (1996b), Mufioz et al. (1997), Perié
et al(1998), Lee et al. (1999), Pikard et al. (1999), Pointing
et al. (2000), Min et al. (2001), Lomascolo et al.

2,5-xilidina
(2002), Antorini et al. (2002), Jung et al. (2002), Couto
et al. (2003), Ryan et al. (2003), Souza et al. (2004),
Jaouani et al. (2005
Kraft lignin;
efluente kraft Xiao et al. (2003), Esposito et al.(1993).

Fonte: European Comission, 2002.

3.3.4 Etanol

O etanol (C,HsOH) € uma substancia organica obtida da fermentacédo de

acucares, hidratacdo do etileno ou reducao de acetaldeido.
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O etanol € o mais comum dos alcodis caracterizados pelo grupo hidroxila
(OH) ligados a atomos de carbono sp? (ligaces simples).

O etanol esta sendo utilizado como indutor da lacase fungica, devido a seu
baixo custo e baixa toxidade e tem apresentado bons resultados. Segundo
Lomascolo e colaboradores (2003) a utilizacdo do etanol como indutor para
producao de lacase é bastante interessante para aplicacao industrial.

O etanol como indutor de lacase fungica apresenta perspectivas promissoras
do ponto de vista econdmico e ambiental, quando comparado com a maioria dos
indutores utilizados no aumento da producdo de lacase fangica (Valeriano et al,

2009).

3.3.5 Estrutura e funcao das lacases fungicas

Lacases fungicas, notadamente de fungos de decomposicdo branca, sao
produzidas tipicamente como isoenzimas que oligomerizam para formar

complexos multiméricos, tanto de forma constitutiva como induzida (Claus, 2004).

Segundo Claus (2004), a massa molecular de cada mondémero varia de 50
a 100 kDa, tendo estas enzimas como caracteristica importante, a presenca
de carboidratos covalentemente ligados (10 — 45 %) que podem contribuir para
a alta estabilidade da enzima. Para Thurston (1994), os carboidratos presentes em
lacases fungicas podem corresponder a 15 — 20 % de sua massa total. Ha
uma grande variacdo no grau de glicosilacdo das lacases e também controvérsias
sobre a relacdo entre a (glicosilacdo e presenca de isoformas. Em alguns
estudos, a diferenca na extensdo de glicosilacdo da enzima parece ser

responsavel pela presenca de mudltiplas isoformas, como sugerido para as trés
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isoformas de lacase de Ganoderma lucidum e como descrito para lacase B do
basidiomiceto Trametes sp. AH28-2 (Xiao et al. 2003), mas para Palonen e
colaboradores (2003) esta ndo seria a justificativa para a presenca de oito isoformas
na lacase produzida por Mauginiella sp. pois a deglicosilagdo praticamente nao

modificou o padréo isoelétrico da enzima.

Segundo Mayer & Staples (2002), do ponto de vista evolucionario, a lacase
fangica é uma enzima bastante antiga e a ligagdo da atividade enzimatica
associada a trés diferentes sitios de cobre é um processo evolucionario muito
precoce. A atividade catalitica das lacases esta relacionada a presenca de quatro
atomos de cobre por unidade de proteina, sendo os mesmos denominados de
acordo com suas caracteristicas espectrofotométricas (Claus, 2004) Cobre tipo 1:
apresenta absorbancia em torno de 600 nm, sendo detectavel em EPR. Confere tipica
coloracdo azul as enzimas multicobre que resulta da intensa absorcédo eletrénica
causada pela ligacdo covalente entre cobre e cisteina. Ligados a este &tomo de
cobre estédo duas histidinas e uma cisteina como ligantes conservados, e um ligante
variavel que pode ser metionina em bactérias e leucina ou fenilalanina em lacases
fungicas (Claus 2004). Discute-se bastante sobre a influéncia deste ultimo ligante
no potencial de oxidacdo da enzima e consequentemente na regulacdo da
atividade da mesma (Kumar et al. 2003). O cobre tipo 1 é o local do sitio ativo

da enzima onde ocorre a oxidagao do substrato (Claus, 2004).

Cobre tipo 2: ndo é detectavel espectrofotometricamente e revela

propriedades paramagnéticas em estudos de EPR. Localiza-se proximo ao cobre
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tipo 3 e esta ligado a duas histidinas. Funciona como aceptor de um elétron (Garcia,
2006).

Cobre tipo 3: este sitio € formado por um par de atomos de cobre que apresenta
uma fraca absorbancia no UV proximo (330 nm) e nenhum sinal em EPR, por
estarem antiferromagneticamente acoplados por meio de uma ponte de ligacdo
hidroxila, Ligados aos atomos de cobre tipo 3 estdo seis moléculas de histidina.

Funcionam como aceptor de dois elétrons (Claus, 2004).

A oxidacdo de substratos pela lacase é catalisada pelo cobre tipo 1 sendo os
elétrons destes substratos redutores transferidos posteriormente para o centro
tri nuclear formado pelos atomos de cobre tipo 2 e 3, que estdo fortemente
unidos, formando um sitio para onde os elétrons sdo encaminhados levando a
reducdo do oxigénio molecular e liberacdo da agua (Claus 2004). Thurston (1994)
prop6s que os ions cobre estdo fortemente ligados na lacase, sendo o cobre
tipo 2 relativamente instavel. Para Nagai e colaboradores (2002), ions de cobre
tipo 2 podem ser removidos pelos procedimentos experimentais, inclusive
durante as etapas de purificacdo. Segundo Gianfreda et al. 1999, os atomos de
cobre diferem entre si pelo seu estado de oxidacdo. Esta reacdo de oxidacao
gera radicais livres que podem sofrer reacdes enzimaticas (Thurston 1994) ou
ndo-enziméticas (Claus 2004). Considerando o interesse biotecnoldgico desta
enzima, duas reacdes ndo-enzimaticas podem ser destacadas: o cross-linking de
mondmeros, em que a oxidacdo de compostos fendlicos e anilinas por lacase
geram radicais que reagem entre si para formar dimeros, oligbmeros ou polimeros e
assim, no solo, xenobidticos fendlicos e aminas aromaticas podem se ligar a

matriz organica; a outra reacdo € a clivagem de anéis aromaticos que
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possibilita a degradacdo de xenobidticos como corantes sintéticos e nitro

aromaticos (Duran & Esposito 2000, Claus et al. 2002).

A espectroscopia combinada com cristalografia, dicroismo circular magnético e
raios-X tém possibilitado uma descricdo detalhada do sitio ativo da lacase fungica. O
fato das lacases fungica muitas vezes apresentarem multiplas isoformas dificulta,
ou acrescenta etapas de purificacdo até obtencdo de material apto a
cristalografia (Olempska-Beer et al, 2006), pois esta técnica requer amostras
absolutamente purificadas, com carga homogénea, ou seja, ndo pode haver a
presenca de isoformas de diferentes pl na amostra a ser cristalizada. Nos
altimos anos algumas lacases foram cristalizadas (Antranikian, 2005) inclusive
isoenzimas de P. cinnabarinus (Olempska-Beer et al, 2006). Segundo Mayer &
Staples (2002), a estrutura do sitio ativo parece bem conservada nas lacases
fungicas, mas ha uma grande diversidade quanto ao restante da estrutura da
proteina e quanto ao seu conteudo de acUcares. Estudos de alinhamento da
sequéncia de aminoacidos de diversas lacases identificaram 4 regifes
conservadas como especificas de lacases (L1 - L4), sendo que os 12
aminoacidos ligantes dos atomos de cobre encontram-se nestas regides

(Antranikian, 2005; Olempska-Beer et al, 2006).

Trabalhos recentes sobre lacases fungicas de diferentes origens tém mostrado
divergéncias no numero de atomos de cobre e em seu espectro caracteristico (Xiao
et al. 2003). Couto & Herrera (2006) mencionaram a ocorréncia das sequéncias

tipicas de aminoéacidos para os trés sitios de cobre em lacase de Gaeumannomyces
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graminis apesar de ndo apresentar o caracteristico pico de absor¢édo préoximo a 600

nm.

O cobre tipo 3 estd ausente nas duas lacases de Pleurotus florida e na
lacase de P. eryngii . Ha outros relatos de enzimas denominadas lacases que
nao apresentam a tipica absorcdo proximo a 600 nm, indicando auséncia do
cobre tipo 1, sendo estas denominadas de lacase branca ou lacase amarela.
Para Mayer & Staples (2002), estas enzimas nao deveriam ser consideradas
lacases porgue nas mesmas o0 cobre encontra-se na forma reduzida. A lacase
branca estudada por Antranikian, (2005) nao apresentou os tipicos quatro atomos
de cobre, mas sim um &tomo de cobre, dois de zinco e um de ferro. O fungo
Pleurorus ostreatus D1, quando cultivado em meio sélido (Pozdnyakova et al. 2006)
produziu uma lacase amarela que difere da lacase azul quanto a auséncia do pico
proximo a 600 nm, o espectro de EPR e o espectro de dicroismo circular (DC), mas
que por outro lado, além de atuar sobre substratos tipicamente estudados para
lacase, € capaz de oxidar compostos ndo fendlicos mesmo na auséncia de
mediadores. Resultado semelhante ja havia sido relatado por Leontievsky e
colaboradores (2001) para lacase do fungo Panus tigrinus quando este foi cultivado
em meio sélido rico em lignina, sugerindo que a lacase amarela seja o resultado
de uma modificacdo da lacase azul pelos produtos originados da degradacao da

lignina.

Entre a diversidade de compostos oxidados pela lacase, a oxidacdo da
seringaldazina na auséncia de H,0O, é tipica para identificacdo de lacase

fungica. A seringaldazina € um substrato fendlico dimetoxilado apresentando em
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sua estrutura dois atomo de nitrogénio ligados por uma dupla ligacéo,
caracterizando assim um composto azo. A reacdo com a seringaldazina gera
inicialmente um radical livre. Em seguida ocorre a liberagdo do segundo elétron
através de acdo enzimatica e/ou desprotonocdo, formando uma quinona de
coloracdo purpura intensa e que aparentemente ndo é propensa a polimerizacao

(Thurston 1994), figura 1.
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Figura 1. Reacdo de oxidagcdo da seringaldazina até formacgdo da correspondente quinona.
Fonte: Sanchez-Amat & Solano, 1997.

3.4 Meios de Cultura.

Os meios de cultura sdo utilizados com a finalidade de cultivar e manter

microrganismos viaveis no laboratério, sob a forma de culturas puras (Neder, 2004).

Os meios de culturas devem ter na sua composicdo, 0S nutrientes
indispensaveis ao crescimento do organismo em questdo, sob forma assimilavel e
em concentracdo nao inibitéria do crescimento. Além disso, ap0s a sua preparagao,
cada meio de cultura deve ser submetido a esterilizacdo, para eliminar qualquer

organismo vivo contaminante (Lima et al., 2005).
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Por outro lado, para manter uma cultura pura € necessario que o meio de
cultura que se pretende utilizar seja mantido desprovido de qualguer organismo vivo
contaminante. Para prevencao de contaminacdes durante a manipulacao de culturas

puras recorre-se a técnicas de assepsia (Neder, 2004)

De um ponto de vista geral, os meios de cultura podem ser classificados tendo
em conta o0 seu estado fisico,a sua composi¢cao quimica e os objetivos funcionais a

gue se destinam (Lima et al., 2005).

A especificidade dos meios de cultura € muito importante, nomeadamente no
isolamento e identificacdo de certos microrganismos (por exemplo, no isolamento de
microrganismo do solo) ou em testes de sensibilidade a antibiéticos ou na analise

microbioldgica de aguas, de alimentos, e outros (Neder, 2004).

3.4.1 Fontes de nutrientes regionais da Amazdnia

3.4.2 Cupuagu - Theabroma granoliflorum

Quadro taxonémico
Reino:Plantae
Familia: Malvaceae
Género: Theobroma

Espécie: grandiflorum

A arvore pode chegar a 15 metros de altura. E uma fruta tipica da regio da
floresta amazbnica. Os frutos apresentam forma esférica ou ovoide e medem até 25

cm de comprimento. A casca da fruta & de consisténcia dura e lisa. Sua cor é
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castanho-escuro, quase preta. A época da fruta é de janeiro a maio. A fruta é rica
em proteinas, céalcio e fosforo. Possui vitamina A, By, B, e C. E rica em pectina, além
das vitaminas e sais minerais. A fruta € muito usada para fabricacdo de sucos,
sorvetes, geléias, vinhos e licores. As flores sdo grandes de cor vermelha escura,
sdo as maiores do género. As sementes da fruta ficam envoltas por uma polpa

branca, acida e aromatica (Vasconcelos et al, 2005).

O cupuacu pertence a mesma familia do cacau (Theobroma cacau), espécie
da qual se obtém o chocolate. O cultivo do cupuacgu é restrito aos estados da regido
Norte. Desenvolve-se em solos pobres, pode ser cultivado em plantios homogéneos
ou em consdrcio com outras espécies em sistemas agroflorestais (Lourido et al,
2007).

Porém, a casca do fruto do cupuacguzeiro é residuo de biomassa agricola que
em produtores utilizam para fabricacdo de adulbo organicos, mais na maioria das
vezes sdo aglomerados em um lugar perto da area de processamento dos frutos,
contribuindo para proliferacédo de pragas e doencas que incidem sob a cultura do
cupuacuzeiro. A casca do cupuagu “in natura’ apresenta percentual de carbono

45,1%, hidrogénio 5,82% e nitrogénio 0,84% segundo Vasconcelos et al, (2005).

3.4.3 Abric6é - Mammea americana

Quadro Taxonémico
Reino: Plantae
Familia: Guttiferae

Género: Mammea
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Espécie: Americana

Nomes Populares: abrico, abricoteiro, albricoque, abrico-selvagem, abricé-do-

Pard, abric6-de-Sao Domingos, e abrico das Antilhas.

E cultivado em toda Amazdnia. Sua polpa é consumida geralmente em
maceracdo com acucar ou em salada de frutas, podendo servir para o preparo de
licor. O teor de proteina da fruta é baixo, ndo alcancando os 8% necessarios para
satisfazer as necessidades diarias humanas. A quantidade de zinco atinge o nivel
necessario de ingestao recomendada por dia para um adulto que € de 5 mg/1000 cal
e o abricé contém 9,8 mg/1000 cal. O abric6 mostra um alto contetdo de umidade,
cerca de 85% e também um alto conteddo energético (64,2 K cal). O abrico
demonstrou que € portador de um elevado teor de vitamina A (carotenoides - 5130
ug/100 g; retinol 855 ug/100 g e retinol 13318 ug/1000 cal), apresentando assim um
grande potencial para o enriquecimento da dieta Amazbnica, segundo Aguiar e

colaboradores (2003).

Os frutos de abric6 sao drupas globosas e volumosas, de 12-18 cm de
diametro, peso de até 1Kg casca rugosa, coriaceo-flexivel de cor pardo-alaranjanda,
mesocarpo constituido de uma polpa compacta, firme, fibrosa, cor de abdbora,
sementes ovaladas, planoconvexas, com 6-8 cm de comprimento, imersas na polpa

e envolvidas pelo endocarpo rugoso (Vasconcelos et al, 2005).

3.4.4 Batata — Solanum tuberosum
Quadro Taxondémico

Reino: Plantae
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Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Espécie: Tuberosum

A batata € originaria do Peru, e € um dos vegetais mais utilizados no mundo.
Existem seis outras espécies do género Solanum, com menor importancia. Ja a
relacdo com a batata-doce € pequena, pois hdo compartilham género ou familia,
fazendo parte apenas da mesma ordem. Cultivam-se atualmente milhares de

variedades de batatas.

Recente pesquisa baseada no DNA comprovou que todas as variedades da
batata descendem de uma Unica variedade de planta originaria do sul do Peru. Esta
mesma pesquisa evoca evidéncias arqueoldégicas de que o vegetal ali ja era

cultivado ha 7.000 anos para efeito de alimentacdo humana.

Em 1570 a batata foi levada para a Espanha, de 14 se disseminando para a
Europa e depois para todo o mundo. Atualmente, a cultura mundial atinge a cifra de
cerca de 300.000.000 toneladas/ano. A batata é rica em grdos de amido, tem

vitamina B e C e é rica em ferro e zinco (Bernardi, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento metodoldgico da pesquisa foi dividido em trés etapas: A 1°
etapa esta relacionada com a avaliacdo do pH no crescimento micelial, 2° etapa
producdo de biomassa fungica sob condicdo de agitacdo e estacionaria e na
presenca e auséncia do indutor e a 3° etapa concerne a atividade da lacase sob

condicdo de agitacao e estacionaria e na presenca e auséncia do indutor.

1° ETAPA

4.1 Avaliacdo do pH no crescimento micelial

Este experimento foi realizado nos laboratérios de biorganica e prote6mica
ambos na Universidade do Estado do Amazonas — UEA, no departamento do
programa de Pdés-graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amaz6nia —

MBT/UEA.

4.1.1 Fungo Trametes lactinea (UEA_10202).

4.1.1.1 Obtenc&o do material biolégico

Carpéforos do fungo Trametes lactinea com seus respectivos substratos
(porcdo de madeira usada como fonte de nutriente do fungo) foram coletados no
perimetro urbano da cidade de Manaus, na qual foram acondicionados em sacos de
papel com as devidas informacdes sobre o local, data de coleta, coletor e tipo de

substratos identificados e levados ao Laboratério de Biorganica e Recursos Naturais
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da Amazébnia — UEA, onde foram armazenados em camara de refrigeracéo cientifica
em temperatura de 28 °C. No dia seguinte, ap0s a coleta, os fungos foram
identificados e secos a temperatura ambiente para que posteriormente possam ser

utilizadas.

4.1.1.2 Isolamento e Repicagem do Fungo

Para efetuar a inoculacdo do material fungico foi utilizada a metodologia
proposta por Bettucci & Guerrero (1971). Utilizou-se um estilete no qual foi retirado
de cada carpérforo fungico pedacos de 3mm de uma de suas extremidades, a qual
passou por um procedimento de assepsia através de lavagens sucessivas em
solucéo de alcool 70% (1 ou 2 minutos), hipoclorito de sddio a 3% (1 ou 2 minutos) e

agua destilada (2 minutos).

Seguindo a metodologia proposta por Castro e Silva (1996), a inoculacdo do
fungo ocorreu em meio de cultura agar acrescido de ampicilina (200g), procedimento
este executado em ambiente estéril (interior da cAmara de fluxo laminar). Para evitar
contaminacdo foram armazenadas em estufa incubadora (BOD) a temperatura de

28 °C por um periodo de 7 dias, para o crescimento do fungo.

Apos este procedimento, foi realizada uma nova repicagem em meio BDA,
para obtencdo de uma cultura pura. As placas foram novamente incubadas em BOD
por um periodo de 7 dias para o crescimento do fungo em toda a superficie do meio

de cultura.
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4.2 Avaliacado do Crescimento Micelial

O crescimento micelial foi avaliado através da observacdo do fungo na placa
de petri, onde foi mensurado o crescimento pela progressao linear da fronteira
micelial, sendo as medidas tomadas em duas dire¢cdes perpendiculares, a cada 24
horas até que atinja todo o diametro da placa. A mensuracdo do raio da colbnia

permitiu avaliar o crescimento micelial que ocorreu pela extensao da ponta da hifa.

4.3 Condicbes de Crescimento

4.3.1 Meios de Cultura

Para obtencdo da avaliacdo do crescimento micelial foi feito o cultivo em meio
sélido, no qual foram utilizados trés meios de cultura (dois regionais da Amazonia)
tais como: Abricé (Mammea americana), Batata (Solanum tuberosum) e residuo de

Cupuacgu (Theabroma granoliflorum).

No preparo dos meios de cultura utilizou-se 200g de polpa regional exceto do
cupuacu que utilizou-se 200g do residuo da casca do cupuacu, adicionado a 1000ml
de 4gua destilada e, cozidos durante 30 minutos. O caldo foi filtrado em papel de
filtro e adicionado 10g de glicose e 15g de &gar. Os meios de cultura foram

previamente esterilizados em autoclave 121°C por 15 minutos.

4.3.2 Avaliacao do pH

A avaliacéo da influéncia do pH no crescimento micelial foi testada em placa
de petri inoculada com pequenos fragmentos da cultura do fungo Trametes lactinea

contendo os meios de cultura (abricd, batata e residuo de cupuagu) conforme
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descrito no item 4.3.1 com o0s seguintes valores de pH 4, 6 e 9. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 Taxa de Crescimento do Fungo

A taxa de crescimento do fungo foi definida como a razdo entre a média da

progressao da fronteira micelial e o numero de dias de crescimento do fungo.

2° ETAPA

4.5 Producao de Biomassa Fungica

4.5.1 Meios de Cultura para Obtencado de Biomassa

Para obtencdo de biomassa foi feito o cultivo em meio liquido, no qual foram

utilizados trés meios de culturas (abricé, batata e residuo de cupuacu).

No preparo dos meios de cultura utilizou-se 200g de polpa, exceto do
cupuacu que utilizou-se 200g do residuo da casca, acrescido a 700ml de agua
destilada e, cozidos durante 30 minutos. O caldo foi filtrado em papel de filtro e 15g
de glicose foi adicionada a solucéo e o volume completado com uma quantidade

suficiente para 1000ml de 4gua destilada.

Ajustou-se o pH com hidréxido de sddio (NaOH 0,1N) e acido cloridrico (HCI
0,1N) com auxilio de um pHmetro para pH 4 e posteriormente 0os meios foram

esterilizados a 121°C durante um periodo de 15 minutos.
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4.6 Padronizacao do Cultivo em Meio Liquido
4.6.1 Meios de Cultura Ligquida
4.6.1.1 Preparo do In6culo

Foram retiradas fracbes de 10mm de diametro do micélio de fungo e
transferidos para 200ml de caldo do meio (abrico, batata e residuo de cupuacgu) em
erlenmeyer com capacidade de 250ml, no qual posteriormente foram incubadas em
estufa BOD sob condicédo estacionaria na presenca e auséncia do indutor etanol na
concentracdo (20 mol.L™) em uma temperatura padrdo de 28°C, na condicéo de
agitacdo (Shaker — 180rpm) e estacionaria, por um periodo de 22 dias. Foi feita
triplicata para cada meio de cultura tanto em relacdo na condicdo estacionaria

guanto na de agitacdo, na presenca e auséncia do indutor.
4.7 Determinacao da Biomassa Micelial

A obtencdo da biomassa seca foi obtida através do processo de filtracdo do
caldo de cultivo seguido do processo de secagem apés o periodo de 22 dias. Para
filtracdo utilizou-se o filtro Watman n°l previamente pesado e a secagem foi
realizada em estufa elétrica com circulacéo forcada a temperatura de 50°C até peso

constante.

A massa micelial ser4 expressa pela seguinte equacao:

MM (%) = Pf — Pi x 100, onde:

Pi

Pi = Peso seco do papel filtro (peso inicial)
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PF= Peso seco do papel filtro apds filtragem (peso final)

M M = Peso micelial em porcetagem

Esta etapa metodoldgica é observada de forma resumida abaixo:

MEIO LiQUIDO

AGITACAO (com indutor e sem ESTACIONARIA (com indutor e
indutor 22 dias) sem indutor 22 dias)

DETERM’INAQAO BIOMASSA
FUNGICA

Figura 2: Esquema da Biomassa Flngica

3° ETAPA

4.8 Atividade Enzimatica da Lacase

O isolado amazbnico do fungo Trametes lactinea foi cultivado nos trés meios
de cultura propostos (abricd, batata e residuo de cupuacu). Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicatas e sob duas condi¢des distintas: 1) Condi¢do de
agitacdo a 180 rpm; com indutor e sem indutor a 28°C e pH 4; 2) Condi¢do

estacionaria com indutor e sem indutor a 28°C e pH 4.
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Amostra de 2ml de cada meio de cultivo foram consideradas como fonte
enzimaticas. Essas amostras foram coletadas a cada dois dias durante 22 dias (2, 4,

6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22) para observacado da producédo enzimatica da lacase.

A atividade da lacase segue metodologia proposta por Szklarz et al (1989). O
meétodo baseia-se na oxidacdo do substrato enzimatico de siringaldazina para sua
forma quinona, que apresenta absorgdo a 525 nm (€ 65.000 M cm™). Uma unidade
de atividade da lacase corresponde a quantidade de enzima necessaria para oxidar
1 p mol de substrato por minuto. Para determinacéo de atividade lacase utilizou-se:
0,5 ml de caldo de cultura filtrado; 0,3 ml tampéao citrato fostato a pH5; 0,1 ml de

solucéo etanolica de seringaldazina (1,0 mM) e 0,1 ml de 4gua destilada.

Em seguida, os reagentes foram misturados em um tubo de eppendorf e
colocados em uma cubeta de vidro para espectrofotdbmetro. O branco para zerar o

espectrofotometro devera conter todos os reagentes exceto caldo (trocar por agua

destilada).
LACASE
|
| | | |
Meio de Cultura Tampédo Citrato Serigaldazina Agua Destilada
(0,5 ml) Fosfato (2,0 mM) (0,12 ml)
(0,3 ml) (0,1 ml)
(Espectrofotémetro\

(Cubeta — 1 ml)

|
Leitura
Absorbancia

. J

Figura3: Esquema da atividade enzimatica - lacase
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4.9 Andlise Estatistica

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o software R Development Core
Team, versdo 2.10.1. O Teste de Kruskal-Wallis foi usado para determinacdo da

diferenca minima estatistica dos dados, a nivel de 1% de significancia.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do pH no crescimento micelial do fungo Trametes lactinea.

Os resultados demonstraram (figura 4, 5 e 6) que o melhor pH para o
crescimento micelial do fungo Trametes lactinea foi o pH4, em todos os meios

utilizados.

Crescimento do Fungo na placa no Cupuacgu

0.7

Quantidade

04

0.2

Ph

Figura 4 — Grafico de dispersdo em torno da média comparando o crescimento micelial do fungo
Trametes lactinea em meio suplementado com residuo de cupuacgu nos diferentes pHs (4, 6 e 9).
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4.0

25 30 35

Quantidade

20

1.5

Crescimento do Fungo na placa na Batata

Ph

Figura 5 — Gréafico de dispersdo em torno da média comparando o crescimento micelial do fungo
Trametes lactinea em mein siinlementado com hatata nns diferentes nHs (4 6 e 9)

Quantidade

3.0

25

20

Crescimento do Fungo na placa no Abrico

Ph

Figura 6 — Grafico de dispersdo em torno da média comparando o crescimento micelial do fungo
Trametes lactinea em meio suplementado com abricé nos diferentes pHs (4, 6 e 9).
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O teste de Kruskal-Wallis evidenciou ao nivel de 1% de significancia que
ocorreu diferenca estatistica entre os pHs testados. Constatou-se nos experimentos
realizados, que o crescimento micelial do fungo Trametes lactinea nos diferentes

meios de cultura testados foi influenciado diretamente pela condicdo do pH.

5.2 Producéo de Biomassa

5.2.1 Producao de Biomassa sob Condicéo de Agitacdo sem Indutor.

80,00%

62,80%
€0,00% @ Abrico
40,00% @ Batata
20,00% 0O Res.Cupuagu
0,00%

1

Meios de cultivo

Figura 7 — Producdo de Biomassa de Trametes lactinea em diferentes meios de cultura sob
condicéo de agitacdo sem indutor.

Nos testes realizados sob condicdo de agitagcdo sem indutor ocorreu
producdo de biomassa micelial em todos os meios testados para Trametes lactinea.
O Trametes lactinea apresentou a maior producdo de biomassa no meio
suplementado com batata no periodo de vinte e dois dias de incubacgéo, seguido dos

meios de cupuacu e abrico
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5.2.2 Producéo de Biomassa sob Condicéo de Agitacdo com indutor

70,00% 58,8(_)%)6’2’”00A‘
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

O Abrico
B Batata

0O Res.Cupuacu

1

Meios de cultivo

Figura 8 — Producdo de Biomassa de Trametes lactinea em diferentes meios de cultura,sob condicéo de
agitacdo com indutor.

Em todos os meios de cultura houve producdo de biomassa para o fungo
Trametes lactinea, na condicdo de agitacdo com indutor, no periodo de vinte e dois
dias de incubacao. Os dados demonstraram que nos testes realizados com os meios
testados sob condicdo de agitacdo com indutor, a maior producdo de biomassa do
fungo T.lactinea ocorreu no meio suplementado com cupuacu e ja a menor producao

de biomassa deu-se no meio acrescido de abrico.

5.2.3 Producédo de biomassa sob condi¢do estacionaria sem indutor.

70,00%

61,90%

60,00%

50.00% 48,30%
,00%

40.00% S e @ Abricé

B Batata

30,00% O Res.Cupuagu

20,00%

10,00%

0,00%

1

Meios de cultivo
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Figura 9 — Producéo de Biomassa de Trametes lactinea em diferentes meios de cultura, sob condigao
estacionéria sem indutor.

Os resultados mostraram que em todos os meios de cultura houve
producdo de biomassa na condicédo estacionaria sem indutor para o fungo Trametes
lactinea. A maior producdo de biomassa do fungo T.lactinea ocorreu no meio
suplementado com cupuacu e a menor producdo deu-se no meio acrescido de
batata, na condicdo estacionaria sem indutor, no periodo de vinte e dois dias de

incubacéo.

5.2.4 Producao de biomassa sob condi¢cdo estacionaria com indutor.

90,00% 84,;00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

48,00% 0 Abrico
B Batata
O Res.Cupuagu

30,70%

1

Meios de cultivo

Figura 10 — Producédo de Biomassa de Trametes lactinea em diferentes meios de cultura, sob condigao

estacionaria com indutor.

Nos testes realizados com os meios de abricd, batata e cupuacu sob
condicdo estacionaria com indutor ocorreu producdo de biomassa em todos os
meios testados para Trametes lactinea. A maior producédo de biomassa do fungo
T.lactinea ocorreu no meio suplementado com batata e a menor producéo foi no
meio acrescido de abricO, na condigédo estacionaria com indutor, no periodo de vinte

e dois dias de incubacao.
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5.2.5 Producao de Biomassa Micelial: Condi¢cao Estacionaria versus Agitacao e
Com Indutor versus Sem indutor.

Tabela 7- Producédo de Biomassa de Trametes lactinea em diferentes meios de cultivo sob condi¢bes de

Agitacao/Estacionaria/Indutor/Sem Indutor.

MEIOS DE CULTURA

Condicdes

de Abrico Batata Residuo de
Crescimento Cupuacu
Agitacdo/ Sem
indutor 37,6% 62,8% 54,5%
Agitacao/ Com
Indutor 30,6% 58,8% 63,0%
Estacionaria/
Sem Indutor 48,3% 38,6% 61,9%
Estacionaria/
Com Indutor 30,7% 84,0% 48,8%

De modo geral, a producdo de biomassa mostrou-se diferenciada nas
condicbes de crescimento testadas e na presenca ou auséncia de indutor, nos
diferentes meios utilizados. A maior producdo de biomassa do fungo Trametes
lactinea ocorreu no meio suplementado com batata na condi¢cdo estacionaria com
indutor, em comparagcdo com os demais meios e condicOes testadas. A menor
producdo de biomassa de T.lactinea se deu no meio suplementado com abricé sob
condicdo de agitacdo com indutor. Comparando todos os experimentos realizados,
de modo geral, constatou-se que o meio suplementado com abrico, foi o que menos
produziu biomassa em todas as condi¢cdes testadas, com excecado da condicao

estacionaria sem indutor.
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Tabela 8 — Teste de Kruskal-Wallis para a producéo de biomassa do fungo Trametes lactinea, dos meios
de cultura testados.

Fontes de G_rau de Diferenca Minima Varidveis | Médias
o Liberdade ALY
Variacao Significativa (LSD) | (p) da
(GL)
ordem
TRATAMENTO |, 443 0.0581
GRUPOS Abricé (b) 3
Batata
@) 8,5
Cupuacu (a) 80

*Letras iguais significam que néo existe diferenga estatistica (p>0,01)ao nivel de 1% de significancia

O Teste de Kruskal-Wallis, evidenciou ao nivel de 1% de significancia (tabela

8) que ndo ha diferenca estatistica significativa entre a biomassa produzida pelo

meio suplementado com batata em relacdo aquele com cupuacgu. A producédo de

biomassa do meio suplementado com abricO € estatisticamente menor aos demais

meios testados para o basidiomiceto Trametes lactinea.

Tabela 9 — Teste de Kruskal-Wallis para a producdo de biomassa do fungo Trametes lactinea nas
condicOes de crescimento (agitagéo e estacionaria) nos diferentes meios.

Grau de Diferenca
Fontes de | . Minima Variaveis Médias
o Liberdade PR
Variacao (GL) Significativa (p) da
(LSD) ordem
TRATAMENTO | 477 0.522
GRUPOS Agit(@) 7.17
Est
(@) 5,83

*Letras iguais significam que néo existe diferencga estatistica (p>0,01)ao nivel de 1% de significancia
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A producdo de biomassa do fungo Trametes lactinea ndo apresentou
diferenca estatistica entre a condicdo de crescimento de agitacdo e estacionaria
(tabela9), avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, nos diferentes meios testados

(figura 11).

Biomassa
Com agitacdo e Sem agitagao

70

Medida(%)
60

40

30
|

agita estac

Condicéo

Figura 11 — Gréafico comparando a producao de biomassa na condicdo estacionaria e agitagdo do fungo
Trametes lactinea
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Tabela 10 — Teste de Kruskal-Wallis para a produgdo de biomassa do fungo Trametes lactinea com
indutor e sem indutor nos diferentes meios.

Grau de Diferenca
Fontes de I(_ClsbLe;rdade Minima Varidveis | Médias
Variacao Significativa (P) da
(LSD) ordem
TRATAMENTO | 486 .
GRUPOS Ind(a) 6.5
Sem Ind
(@) 6.5

*Letras iguais significam que n&o existe diferencga estatistica (p>0,01)ao nivel de 1% de significancia

O teste de Kruskal-Wallis demonstrou (tabela 10) que ndo ha diferenca

minima estatistica entre os meios de cultura testados com indutor e sem indutor para

o fungo Trametes lactinea (tabela 10 — figura 12).

Medida(%)
60 70 80

50

40

30

Figura 12 — Grafico
lactinea

Biomassa
Com inducgédo e Sem inducéo

ci si

Condicdo

comparando a producdo de biomassa com indutor e sem indutor do fungo Trametes

85



De modo geral, os resultados indicaram que a producao de biomassa micelial
do fungo Trametes lactinea ndo foi afetada pelas condicbes de crescimento
(agitacdo e estacionaria) e nem pela adicdo de indutor, somente pelos meios de

cultura diferentes.

5.3 Atividade Enzimética da Lacase de Trametes lactinea.

5.3.1. Atividade da lacase de Trametes lactinea nos diferentes meios de cultura

no periodo de vinte e dois dias.

As figuras 13, 14 e 15 mostram a atividade da lacase no meio suplementado
com abricd, na condicdo estacionaria, na presenca e auséncia do indutor, no periodo
de vinte e dois dias de incubacdo do fungo Trametes lactinea. Os resultados
demonstraram (figuras 13, 14 e 15) que a producdo de lacase foi maior no meio
suplementado com abricO, na condi¢cdo estacionaria, sem indutor, em comparacéao
ao indutor na dose de 100ul e com indutor na dose de 200ul (figuras 13, 14 e 15). O
padrdo da atividade da lacase na dose de 100ul do indutor mostrou-se similar do da
dose de 200ul, na condicao estacionaria no periodo de vinte e dois dias do fungo

Trametes lactinea.
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Abrico estaciondrio sem indutor

2.5 A

u/l
=
wu

1

0.5 -

2D 4D 6D &D 10D 12D 14D 16D 18D 20D 22D

Periodo

Figura 13 — Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com abric6, na condicdo
estacionaria, sem indutor.

Abrico estaciondrio com indutor
100 ul

u/l

0.5 -

2D 4D 6D &D 10D 12D 14D 16D 18D 20D 22D

Periodo

Figura 14 — Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com abric6, na condicdo
estacionaria, com indutor (100ul)
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Figura 15: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com abric6, na condigao
estacionaria, com indutor (200ul)

O meio suplementado com abricé, apresentou a maior atividade de lacase, na
condicdo de agitacdo, sem indutor durante todo o periodo de vinte e dois dias de
incubacédo do fungo T.lactinea. Os dados demonstraram que ocorreu maior producao
da lacase na dose de 200ul em relacdo a dose de 100ul do indutor, no meio de
abricé (figuras 16,17 e 18), na condicdo de agitacdo para o fungo T.lactinea. Por
outro lado, o padrdo da atividade da lacase na dose de 100ul do indutor mostrou-se
similar do da dose de 200ul (figuras 17 e 18)na condicdo de agitacdo, no periodo de

vinte e dois dias de T.lactinea.
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Abricé agita¢do sem indutor
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Figura 16: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com abrico, na condi¢do de

agitacdo, sem indutor.
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Figura 17: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com abrico, na condicdo de

agitacdo, com indutor (100ul)
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Figura 18: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com abric6, na condi¢cédo de
agitacdo, com indutor (200ul)

As figuras 19, 20 e 21 mostram a atividade da lacase no meio suplementado
com batata, na condicdo estacionaria, na presenca e auséncia do indutor, no
periodo de vinte e dois dias de incubac¢do do fungo Trametes lactinea. A atividade da
lacase foi maior no meio suplementado com batata, na condi¢cdo estaciondria, na
dose de 200ul do indutor, durante todo o periodo de incubacao do fungo T.lactinea
(figuras 19, 20 e 21). Na dose de 100ul do indutor, o pico maximo de atividade
enzimatica ocorreu no décimo segundo dia de incubacéo,enquanto que na dose de

200ul foi no segundo dia de incubacgéo do fungo T.lactinea.
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Batata sem indutor estacionario
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Figura 19: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com batata, na condi¢éo

estacionaria, sem indutor.
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Figura 20: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com batata, na condi¢do

estacionaria, com indutor (100ul).

91



Batata com indutor estacionario
200 ul

2.5 A

u/l
=
wu

1

0.5 -

2D 4D 6D &D 10D 12D 14D 16D 18D 20D 22D

Periodo

Figura 21: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com batata, na condigao
estacionéria, com indutor (200ul).

No meio suplementado com batata, na condicdo de agitacdo, com indutor, o
padréo de atividade da lacase foi diferente nas duas doses de indutor (figuras 23 e
24). Na dose de 100ul do indutor, o pico maximo de atividade enzimatica ocorreu no
oitavo dia,enquanto que na dose de 200ul foi no décimo segundo dia de incubacéo
do fungo Trametes lactinea. Notificou-se que a atividade da lacase foi maior na dose
de 100ul do que na de 200ul de indutor. Outrossim, constatou-se que o fungo
T.lactinea sem indutor produziu mais lacase do que com indutor, no meio

suplementado com batata, na condicéo de agitacao (figuras 22, 23 e 24).
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Batata com agitacdao sem indutor

2.5 4

u/l

1.5 +

2D 4D 6D &D 10D 12D 14D 16D 18D 20D 22D

Periodo

Figura 22: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com batata, na condicéo de

agitacdo, sem indutor.
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Figura 23: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com batata, na condi¢cdo de

agitacdo, com indutor (100ul).
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Figura 24: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com batata, na condicéo de
agitacéo, com indutor (200ul).

As figuras 25, 26 e 27 exibem a atividade da lacase no meio suplementado
com cupuacgu, na condicdo estacionaria na presenca e auséncia do indutor, no
periodo de vinte e dois dias de incubacdo do fungo Trametes lactinea. No meio
suplementado com cupuacu, na condi¢cdo estacionaria, com indutor, verificou-se
diferencas no perfil da atividade da lacase nas duas doses testadas (figuras 26 e
27). Na dose de 100ul do indutor, o pico maximo de atividade da lacase foi no
vigésimo dia, enquanto que na dose de 200ul ocorreu no sexto dia de incubacao do
fungo Trametes lactinea. A maior producédo da lacase, no meio suplementado com

cupuacu, na condicdo estacionaria ocorreu com indutor na dose de 200ul.
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Cupuagu sem indutor estaciondrio
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Figura 25: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com cupuacgu, na condi¢ao
estacionaria, sem indutor.
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Figura 26: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com cupuacgu, na condicdo
estacionaria, com indutor (100ul).
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Cupuagu com indutor estacionario
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Figura 27: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com cupuacu, na condi¢cdo
estacionéria, com indutor (200ul).

No meio suplementado com cupuacu, na condi¢cao de agitacdo, com indutor, o
padréao de atividade da lacase ndo foi similar nas duas doses para o fungo Trametes
lactinea (figuras 29 e 30). Na dose de 100ul do indutor, o pico maximo de atividade
enzimatica ocorreu no décimo dia,enquanto que na dose de 200ul foi no quarto dia
de incubacdo do fungo Trametes lactinea. Constatou-se que a atividade da lacase
foi maior na dose de 100ul do que na de 200ul (figuras 29 e 30). Verificou-se
também que o fungo T.lactinea sem indutor produziu mais lacase do que com
indutor na dose de 200ul e indutor na dose de 100ul, no meio suplementado com

cupuacu, na condicao de agitacao (figuras 28, 29 e 30).
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Cupuagu sem indutor com agita¢do
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Figura 28: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com cupuacu, na condicdo de
agitacdo, sem indutor.
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Figura 29: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com cupuacu, na condi¢cdo de
agitacdo, com indutor (100ul)
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Cupuagu com indutor com agita¢ao
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Figura 30: Atividade da lacase de Trametes lactinea no meio suplementado com cupuacu, na condicéo de
agitacéo, com indutor (200ul).

5.3.2. Producéo da Lacase sob Condicao de Agitagcdo Sem Indutor

Tabela 11: Pardmetros descritivos da lacase dos fungos testados sob condi¢céo de agitacdo, sem indutor
, ho periodo de 22 dias.

Meios de Cultura | Média Desvio Padrao Coeficiente de
Aritimética Variacao

Abrico 2,15 0,27 12,40

Batata 2,26 0,52 23,03

Cupuacu 2,64 0,46 17,33

Nos testes realizados em meios de cultivo sob condicdo de agitagdo sem
indutor houve producdo de lacase em todos 0s meios testados para Trametes
lactinea (tabela 11). Verificou-se que a maior média de producao de lacase do fungo
T.lactinea ocorreu no meio suplementado com cupuagu. Os resultados indicaram
ainda que a menor producéo observada foi no meio suplementado com abric6 para o

fungo T.lactinea (tabela 11) nas condigfes testadas.
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5.3.3 Producéao de Lacase sob Condicédo de Agitagcdo com Indutor

Tabela 12: Par@metros descritivos da lacase dos fungos testados sob condi¢c&o de agitagdo, com indutor,

no periodo de 22 dias.

Meios de Cultura | Média Desvio Padrao Coeficiente de
Aritimética Variacao

Abrico 1,31 0,51 38,91

Batata 1,56 0,54 34,59

Cupuacu 2,30 0,44 19,05

Em todos os meios de cultura na condicdo de agitacdo com indutor houve
producdo de lacase para o fungo Trametes lactinea (tabela 12). Os dados indicaram
gue na condicao de agitagdo, com indutor, 0 meio suplementado com cupuacu foi o
que apresentou o melhor resultado e o meio suplementado com abricO mostrou a
menor producédo de lacase do fungo Trametes lactinea, nos experimentos realizados

(tabela 12).

5.3.4. Producédo de Lacase sob Condi¢cédo Estacionaria Sem Indutor

Tabela 13: Parametros descritivos da lacase dos fungos testados sob condicdo estacionaria, sem

indutor, no periodo de 22 dias.

Meios de Cultura | Média Desvio Padrao Coeficiente de
Aritimética Variacao

Abrico 1,45 0,61 41,74

Batata 1,91 0,21 11,00

Cupuacu 1,74 0,43 24,65

Verificou-se nos resultados, que em todos os meios de cultivo testados na

condicdo estacionaria sem indutor, o fungo T.lactinea apresentou producédo de
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lacase (tabela 13). Em valores absolutos a producdo de lacase do fungo T.lactinea

foi maior no meio suplementado com batata e menor naquele de abrico (tabela 13).

5.3.5. Producédo de Lacase sob Condigcdo Estacionaria Com Indutor

Tabela 14: Parametros descritivos da lacase dos fungos testados sob condigdo estacionaria, com

indutor, no periodo de 22 dias.

Meios de Cultura | Média Desvio Padréao Coeficiente de
Aritimética Variacao

Abrico 1,24 0,46 37,7

Batata 1,89 0,32 16,84

Cupuacu 2,14 0,29 13,75

Em todos os meios de cultura, na condi¢cdo estacionaria com indutor houve
produgcdo de lacase para o fungo T.lactinea (tabela 14). Em valores absolutos
T.lactinea apresentou a maior producdo de lacase no meio suplementado com
cupuacu no periodo de vinte e dois dias, seguido dos meios de batata e abrico

(tabela 14).

5.3.6. Producéao da lacase de Trametes lactinea nos diferentes meios de cultura
nas duas condicdes de crescimento (agitacdo e estacionaria) e na presenca ou
auséncia de indutor.

De modo geral, o meio de cultura que ocorreu maior producdo de lacase foi
0 meio suplementado com cupuacgu, e ja a menor producdo desta enzima do fungo
T.lactinea foi no meio suplementado com abricd, nas condi¢Bes utilizadas nos
experimentos. Os dados apresentados na tabela 11 demonstraram que ocorreu
diferenca estatistica significativa entre os meios suplementados com abrico, batata e

cupuacu para o basidiomiceto T.lactinea, utilizando o teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 15: Teste de Kruskal-Wallis para avaliagdo da diferenga minima significativa da atividade da
lacase do fungo Trametes lactinea, dos meios de cultura testados.

Grau de Diferenca
Fontes de | . Minima Varidveis | Médias
o Liberdade PR
Variacao (GL) Significativa (p) da
(LSD) ordem
TRATAMENTO 1, 17.14186 0.02966
GRUPOS Abrico (a) 133.575
Batata
(B) 101.030
Cupuacu (¢) | g3 gg3

*Letras iguais significam que néo existe diferencga estatistica (p>0,01)ao nivel de 1% de significancia
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Producéo de Lacase por meio
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Figura 31 — Grafico de Dispersdo em torno da média comparando a producédo da lacase de Trametes
lactinea nos diferentes meios de cultura (abric6, Batata e cupuacgu).
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Figura 32 — Gréfico boxplot e da curva de densidade comparando os trés meios de cultura na producao
de lacase do fungo Trametes lactinea

Os resultados indicaram que de modo geral na condicdo de agitagcao ocorreu
maior producdo de lacase do que na condi¢cdo estacionaria para o fungo Trametes

lactinea, em todos os experimentos realizados(figura 31 e 32).

103



Tabela 16: Teste de Kruskal-Wallis para avaliacdo do fungo Trametes lactinea

crescimento (agitacdo e estacionaria) nos diferentes meios.

nas condi¢des de

Grau de Diferenca
Fontes de | . Minima Variaveis Médias
L Liberdade TR
Variagéo (GL) Significativa (p) da
LSD ordem
(
TRATAMENTO |, 15.90564 0.02966
GRUPOS Agit(a) 108.353
Est
(b) 90.646

*Letras iguais significam que néo existe diferenga estatistica (p>0,01)ao nivel de 1% de significancia

Os resultados exibidos na tabela 16 demonstraram que ocorreu diferencga

estatistica significativa entre as condicbes de agitacdo e estacionaria do fungo

Trametes lactinea, nos experimentos realizados,utilizando o teste de Kruskal- Wallis.
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Figura 33 — Grafico de Dispersdo em torno da média comparando a producgdo da lacase de Trametes
lactinea na condicdo estacionaria (Estat)e de agitacéo (Agitac
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Figura 34 — Gréfico boxplot e da curva de densidade comparando a condi¢cdo de agitagdo e estacionaria
na producédo de lacase do fungo T.lactinea.

Verificou-se que o fungo T.lactinea na condicdo de agitacdo produziu mais
lacase sem o indutor, em todos os meios testados (Figuras 33 e 34). O fungo
T.lactinea sob a condicdo estacionaria também produziu mais lacase sem indutor,
em todos os meios testados,com excecdo do meio suplementado com cupuacu

(figuras 33 e 34) .
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Tabela 17: Teste de Kruskal-Wallis para avaliagdo do fungo Trametes lactinea na presenc¢a ou auséncia

do indutor nos diferentes meios.

Grau de Diferenca
Fontes de|,. Minima Variaveis Médias
L Liberdade P
Variacao (GL) Significativa (9)] da
(LSD) ordem
TRATAMENTO | 16.70076 0.00340
GRUPOS Ind(b) 91.0681
Sem Ind
(@) 116.363

*Letras iguais significam que néo existe diferenc¢a estatistica (p>0,01)ao nivel de 1% de significancia

Os dados apresentados na tabela 17 mostraram que ocorreu diferenca

estatistica significativa entre a presenca e auséncia do indutor,para o fungo

T.lactinea, nos experimentos realizados, usando o teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 35 — Gréfico de Dispersdo em torno da média comparando a producao de lacase de Trametes

lactinea na presenca (Ci) e na auséncia de indutor (Si).

108



- T
1
1
- 8 B
3.0 !
| i
1
1 1
1 I
1 1
25 l : B
1 1
! |
: L Si
g
: - - 15
2.0 b i
i *» T -I-E?
3 i g - [ 10
: A
| i - 0.5
15 | B
[ — o ov O EeEs oRR0 - 0.0
T < [
. Ci
g
! o 16 B
1.0 i B
i 8 1.0 B
1
0.5 B
____I————
0.5 7 0.0 -
ci si
Condicéo Condicédo

Figura 36 — Gréafico boxplot e da curva de densidade comparando a presenca do indutor (Ci) e auséncia
(Si) do Indutor na produgéo de lacase do fungo Trametes lactinea.

De modo geral,os resultados mostraram que o indutor teve um efeito negativo
sobre a producdo de lacase no basidiomiceto Trametes lactinea, nas condi¢cdes
testadas. A producédo da lacase de T.lactinea foi influenciada pelas condi¢cdes de
crescimento (agitacdo e estacionaria), pela adicdo de indutor e pelos meios de

cultura testados, em todos os experimentos realizados.
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6. DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento micelial em funcédo do pH do meio

O fungo Trametes lactinea apresentou crescimento micelial em todos os pHs
dos meios testados, contudo seu maior crescimento ocorreu no pH 4 e o menor no
pH9. Os dados demonstraram que o pH 6timo para o crescimento micelial de
Trametes lactinea foi o pH 4. na faixa acida. Os nossos resultados estdo de acordo
com o relatado na literatura para os fungos basidiomicetos estudados, cujo melhor
crescimento micelial ocorre de modo geral na faixa acida do pH 4 — 5 ( Fonseca,
2009; Vukojevic et al, 2006). Porém, esses dados estdo em desacordo com Fang e
Zhong (2002) e Hsieh e colaboradores (2005) que obtiveram o crescimento micelial
maximo com o basidiomiceto Ganoderma lucidum em pHs 6.0 — 6.5, faixa menos
acida.

Constatou-se que o pH do meio de cultura influenciou diretamente o crescimento
micelial do basidiomiceto T.lactinea. Cada espécie fungica é afetada de modo
diferente pelo pH do meio no qual se desenvolve. No Trametes lactinea, o
crescimento micelial € reduzido logo que o pH é superior a 4, independente do meio

testado.
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6.2. Efeitos dos meios de cultura na producdo de Biomassa do fungo Trametes
lactinea, sob condicdo estacionéria e de agitacéo, e na presenca e auséncia do
indutor.

E fundamental o estudo das condicbes de cultivo de espécies flingicas, porque
pode ocorrer incremento tanto da biomassa, quanto nos metabdlitos secundarios
importantes em varias atividades biologicas dos fungos (Nepomucena, 2010).
Assim, foram pesquisadas neste trabalho alguns fatores que otimizem a producéo
da biomassa do Trametes lactinea, tais como as condicdes de crescimento,

presenca ou auséncia de indutor e diferentes substratos.

No que concerne as condicbes de crescimento, a producdo de biomassa do
fungo Trametes lactinea ndo apresentou diferencas estatistica significativas sob a
condicao estacionaria e de agitacdo nos trés meios de cultura testados. Os nossos
dados estdo de acordo com o relatado na literatura para o fungo Pleurotus
ostreatus, cuja a condicdo estacionaria e de agitacdo nos meios de cultivo ndo
tiveram nenhuma influéncia na producéo de biomassa deste basidiomiceto (Rezende
et al, 2005). Para outros fungos, porém, tem sido descrito que a agitacado constante
dos meios de cultivo liquidos proporciona um aumento significativo na producéo de
biomassa pelos microrganismos ( Martins da Silva, 2010; Nepomucena, 2010;
Papagianni et al, 2001). Destaca-se ainda que para alguns fungos a condi¢do de
agitacao pode afetar negativamente a producéo de biomassa, como para os isolados
de Colleotothicum spp e do basidiomiceto Hexagonia glabra ( Martinez et al, 2009;
Santos, 2009). Pode-se sugerir com os resultados obtidos, e os comparando com a
literatura, que as condicbes estacionaria e de agitacdo variam conforme a espécie

fungica, o meio estudado e a presenca ou auséncia de indutor.
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Por outro lado, de modo geral, em todos os experimentos realizados neste
trabalho, o indutor etanol ndo estimulou a producéo de biomassa do fungo Trametes
lactinea nos meios de cultivo testados. Ou seja, os resultados mostraram que a
presenca ou auséncia do indutor ndo influenciou a producdo da biomassa micelial do
Trametes lactinea. Em oposi¢do aos nossos dados, a producdo da biomassa fungica
do Botryosphaeria sp, diminuiu consideravelmente em cerca de 65% na presenca
do indutor ( Giese et al, 2004; Vasconcelos, 2000). Estes autores constataram que o
indutor utilizado teve um efeito negativo na producdo de biomassa fungica do
Botryosphaeria SP nos meios testados. Poucas pesquisas foram realizadas no
sentido de verificar o efeito de diferentes indutores na producéo de biomassa fungica
e assim ha uma necessidade premente de se investigar para contribuir no
conhecimento fisioldgico destes microrganismos, tdo importantes na manipulacao

dos mesmos na biotecnologia.

J& em relacdo aos meios de cultivo, com base nos resultados obtidos, verificou-
se que a producdo de biomassa de Trametes lactinea foi diretamente afetada por
fatores nutricionais. Segundo Santos (2009), os requisitos nutricionais de qualquer
organismo sdo determinados pelo seu metabolismo energético caracteristico e pela
sua capacidade biosintética. No caso especifico dos fungos a adaptacao evolutiva a
diferentes situacbes ecoldgicas, conduziu a um alto grau de especializacdo com
referéncia a forma quimica particular em que certos elementos podem ser usados
como nutrientes (Martins da Silva, 2010; Nepomucena, 2010). Para o fungo
Trametes lactinea, em todos os meios nutricionais utilizados ocorreu producéo de
biomassa micelial, indicando provavelmente que os meios continham a presenca de
macromoléculas requeridas por esses organismos para 0 Seu crescimento. Varios

trabalhos comprovaram que cada fungo tem suas exigéncias nutricionais especificas
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(Fonseca, 2009; Garcia, 2006; Martins da Silva, 2010; Nepomucena, 2010; Santos,
2009). Todos o0s organismos precisam encontrar em seu ambiente, unidades
estruturais bem como fontes de energia para a construgcdo e manutencdo de sua
estrutura e organizacdo. Alguns elementos sdo essenciais para o crescimento dos
fungos. Carbono e nitrogénio sdo elementos essenciais no crescimento micelial dos
fungos e estdo diretamente relacionados a producdo de biomassa destes
microrganismos. As quantidades de carbono e nitrogénio necesséarias mostram
variacbes de acordo com a espécie e 0 meio estudado (Garcia, 2006). O fungo
Trametes lactinea produziu maior biomassa no meio suplementado com casca de
cupuacu em todas as condi¢cdes testadas. Pode-se inferir que 0 meio suplementado
com casca de cupuacu foi o mais eficiente por causa do seu alto teor de carbono
(49,7%) que foi o elemento quimico essencial para o desenvolvimento do Trametes
lactinea. Devido a melhor eficiéncia do meio suplementado com a casca do
cupuacu, em comparacdo com o0s demais meios testados, sugere-se estudos
posteriores visando identificar o elemento ou os elementos responsaveis pela maior

producdo de biomassa de T.lactinea.

A possibilidade de utilizacdo da biomassa em processos biotecnolégicos tais
como o da tecnologia de biorremediacdo para absorcdo de metais pesados,
remocdo de substancias xenobidticas e outros processos industriais e
biotecnolégicos torna o estudo de otimizagdo da producdo de biomassa de

fundamental importancia.
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6.3. Atividade da lacase do Trametes lactinea em diferentes meios de cultura,
sob condicdo estacionéria e de agitacao e na presenca e auséncia de indutor.

Neste trabalho, verificou-se que em todos os meios de cultura testados houve
producdo da enzima lacase do fungo Trametes lactinea sob a condi¢éo estacionaria

e de agitacdo e na presenca e auséncia do indutor.

O basidiomiceto Trametes lactinea produziu a enzima lacase j4 ap6s dois dias de
crescimento e esta continuou a ser produzida durante todo o periodo testado (22
dias), em todos os experimentos realizados. Nossos dados estdo de acordo com a
literatura que relata que muitos basidiomicetos produzem a lacase apés 2 ou 3 dias
de crescimento e tém um tempo bastante varidvel durante o qual a enzima continua
a ser produzida (Garcia, 2006; Jodaan & Leukes, 2003). Para a maioria dos meios e
condicdes testadas, ocorreu um decréscimo da producdo de lacase de T.lactinea,

apos dez dias de cultivo.

De modo geral, constatou-se que a producdo da lacase pelo T.lactinea foi
melhor nos meios de cultura submetidos a agitacdo do que naqueles mantidos sob
condicao estacionaria. Os resultados desta pesquisa estdo em concordancia com a
literatura a qual menciona que a agitacdo é um fator fundamental na producdo de
lacases fungicas (Dekker et al, 2001; Garcia, 2006; Martins da Silva, 2010;
Nepomucena, 2010; Papagianni et al, 2001; Pointing et al, 2000). Segundo Martinez
e colaboradores (2009), o efeito negativo da agitacdo como inibidor da producéo de
lacases tem sido documentado para alguns fungos, o que nao foi constatado em

NOSS0S experimentos.
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Tanto sob a condicdo de agitacdo como na condicdo estacionaria, na presenca
ou auséncia de indutor, a maior producéo de lacase do Trametes lactinea foi no
meio suplementado com casca de cupuacu, e a menor atividade desta enzima

ocorreu no meio suplementado com abricé.

Neste estudo, verificou-se que a producdo da lacase pode ser significativamente
aumentada dependendo dos nutrientes presentes nos meios de cultivo testados,
que influenciaram diretamente sua atividade. Os niveis de carbono e nitrogénio
presentes no meio de cultivo do fungo séo fatores de importancia fundamental na
producado da lacase e cujos valores 6timos sao bastantes variaveis, dependendo do
fungo em estudo (Fonseca, 2009; Garcia, 2006; Martins da Silva, 2010;
Nepomucena, 2010). Os dados indicaram, em geral, que a producdo de lacase foi
aumentada em meios de cultivo com niveis altos de carbono, nos meios
suplementados com casca de cupuacu, em todas as condi¢cOes testadas. Estes
resultados sé@o corroborados pelo trabalho de Pointing e colaboradores (2000), que
demonstraram que o basidiomiceto Pycnoporus sanguineus CY788 teve sua melhor
producdo de lacase em meios contendo altos niveis de carbono. Todavia, de
maneira oposta, a producéo de lacase por outros basidiomicetos como, por exemplo,
Pycnoporus cinnabarinus, Trametes versicolor, Trametes gallica e Lentinus crinitus
foi aumentada em culturas com altos niveis de nitrogénio (Dong et al, 2005;

Nepomucena, 2010).

Outro aspecto constatado neste estudo é que a presenca do indutor etanol nédo
aumentou a atividade da lacase em comparacao ao tratamento controle em todos os
meios utilizados na condicdo estacionaria como na de agitacdo para o fungo

Trametes lactinea. Embora, considerando as vantagens econémicas (baixo custo) e
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ambientais (baixa toxicidade) do emprego do indutor etanol em comparagdo aos
demais indutores descritos, este teve um efeito negativo sobre a producéo de lacase
do fungo T.lactinea em todos os experimentos realizados. Em oposi¢do aos nossos
dados, observou-se um grande aumento da atividade da lacase do fungo
Pycnoporus sanguineus na presenca do indutor etanol, nas varias concentracdes
(20, 30, 40 e 50g.L) testadas (Garcia et al, 2006). Ja, para o fungo Pycnoporus
cinnabarinus, os melhores resultados relativos a produgéo da lacase foram obtidos
em baixa concentracao do indutor etanol ( 35mg.L ), visto que houve uma inibicdo da
atividade desta enzima em concentracbes maiores para este microrganismo.
(Lomascolo et al, 2003). Outro aspecto interessante relatado na literatura foi o
ocorrido no fungo Pycnoporus sanguineus que sofreu pequena alteracdo na
coloracdo do meio durante o seu cultivo na presenca do indutor etanol,
provavelmente devido a inibicdo da formacéo do seu pigmento melanina (Valeriano
et al, 2009), fato ndo constatado em todos 0s nossos experimentos realizados com

este indutor.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que dependendo da espécie fungica e
das condi¢Oes testadas o etanol pode agir como indutor negativo ou positivo.
Segundo Garcia (2006), nao existe um 6timo indutor de lacase comum a todos os

fungos testados.

Como as aplicacBes biotecnoldgicas requerem grande quantidade de enzima, e
normalmente lacases extracelulares sédo produzidas em pequenas quantidades
(Garcia, 2006), faz-se necessario o estudo de indutores para melhorar a producao
desta enzima fungica, visto que a mesma tem uma vasta aplicabilidade industrial e

ambiental.
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7. CONCLUSOES

e Em todos os meios testados ocorreu produgcdo de biomassa e atividade da

lacase do basidiomiceto Trametes lactinea.

e A producdo de biomassa micelial do fungo Trametes lactinea foi maior no
meio suplementado com residuo de cupuacu e menor naquele acrescido com

abric6 em todas as condicfes testadas e na presenca e auséncia do indutor.

e A agitacdo e a presenca do indutor etanol ndo influenciaram a producéao de

biomassa de Trametes lactinea.

¢ O maior crescimento micelial do fungo Trametes lactinea ocorreu no pH 4 e o

menor no pH 9.

e O pH 6timo para o crescimento micelial do basidiomiceto Trametes lactinea foi

0 pH 4.

e Tanto sob a condicdo de agitacdo como sob a condi¢cdo estacionaria, na
presenca e auséncia de indutor, a maior producdo de lacase de T. lactinea
ocorreu no meio suplementado com residuo de cupuacu e a menor no meio

suplementado com abrico.

e A agitacdo dos meios de cultivo afetou positivamente a producao de lacase

do fungo Trametes lactinea.

e O indutor etanol teve um efeito negativo na producao de lacase de Trametes

lactinea em todos os meios e condi¢des testadas.

117



e Tanto a producdo de biomassa como a atividade da lacase foram
influenciadas diretamente pelos nutrientes presentes nos meios de cultivo do

fungo Trametes lactinea.
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