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RESUMO
Lacase é uma fenoloxidase produzida por fungos ligninoliticos com aplicacbes em

biorremediagdo e pré-tratamento de fibras lignocelulésicas. Sua produgdo pode ser
estimulada por indutores no cultivo. Nosso objetivo foi avaliar o efeito de indutores na
producéo de lacase por Ganodermalucidum. O fungo foi cultivado em meio contendo glicose
e nitrato de aménia suplementado ou ndo cometanol 3% (v/v), acido galico (1mM), CuSO,
(0,4mM), e suas combinac¢@es: etanol 3% (v/v) + &cido géalico (ImM); etanol 3% (v/v) +
CuSO, (0,4mM); acido galico (1mM) + CuS0O, (0,4mM); etanol 3% (v/v)+ acido géalico (1mM)
+ CuSO, (0,4mM), a 28° C , sob agitacdo por 144h.Obteve-se maximo de lacases em
indutor (67,15 + 37,51U.L™") apés 96h, ja com etanol a 3%, foi de583,12 + 140,7U.L™" apos
144h. Este resultado sugere potencial uso de etanol a 3% como indutor da producéo de
lacase por Ganodermalucidum.
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INTRODUCAO

A lacase (benzenodiol: oxigénio oxidorredutase, EC 1.10.3.2.) é uma polifenol oxidase que
contém cobre na sua estrutura e catalisa a oxidacdo de uma série de substancias inorganicas
e aromaticas (particularmente fendis) com a concomitante reducédo do oxigénio a agua.
Estas enzimas atuam pela abstracéo de um elétron de fendis, em funcéo da reducdo de Cu®*
a cut* que, por sua vez, reduz O, a H,0, permitindo que a enzima atue de forma ciclica
(BORTOLAZZO et al., 2011; AGUIAR& FERRAZ, 2011). Devido a sua capacidade de degradar
compostos fendlicos, a lacase pode ser aplicada em diversas areas da indulstria, tais
como,descoloracdo de corantes téxteis, desintoxicacdo de aguas residuais, degradacdo de
pesticidas e herbicidas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (WIDSTEN& KANDELBAUER,
2008).

O fungo Ganodermalucidum (Fr.) Krast¢é um basidiomiceto pertencente a familia
Ganodermataceae,conhecido por produzir elevadas quantidades de lacase em cultivos
submersos e em estado estacionario.A producdo e atividade da lacase € influenciada pela
linhagem, composicdo do substrato e condi¢cdes de cultivo do fungo (ELISASHIVILIet al.,
2008), além do tipo e concentracdo de indutores presentes no cultivo. JA se sabe que no
género Ganoderma, pirogalol e acido ferdlico sdo potentes indutores (ELISASHIVILIet al.,
2010), assim como o acido galico, xilidina, vanilina, alcodis e CuSO, (MANAVALAN et al.,
2013). Assim, considerando o grande potencial biotecnoldgico e elevado potencial de
mercado da lacase, este trabalho busca estabelecer o melhor indutor para a producgdo desta
enzima pelo fungo Ganodermalucidumem cultivos submersos.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismo e manutencao: O fungo Ganodermalucidum UEM, pertence a Colecédo de
Basidiomicetos do Laboratorio de Bioguimica de Microrganismos da Universidade de Estadual
de Maringa é mantido através de repiques periédicos em agar-batata-dextrose.

Condic¢Bes de cultivo com os indutores: Os cultivos submersos foram conduzidos em
frascos Erlenmeyers de 125 mL, com 25mL de meio basal (10g.L" de glicose e 2 g.L™ de
nitrato de aménio mais solucdo mineral de Vogel(meio basal ou controle). Apds
autoclavagdo, os seguintes indutoresforam adicionados sob condicdes estéreis: etanol 3%
(v/v), acido galico (ImM) e CuSQO, (0,4mM), e suas combinac@es: etanol 3% (v/v) + acido
galico (ImM); etanol 3% (v/v) + CuSO, (0,4mM); acido gélico (ImM) + CuSQO, (0,4mM); e
etanol 3% (v/v) + acido galico (ImM) + CuSO, (0,4mM). Trés discos de micélio obtidos de
placas de BDA foram utilizados como indculo. Os frascos foram mantidos sob agitacdo de
120 rpma28°C, por 6 dias, sendo aliquotas de 500ul retiradas a cada 24h para determinacéo
da atividade lacase.

Dosagem da lacase:A atividade da lacase foi mensurada com 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) em 50 mM de tampao acetato de sodio pH4.0, sendo a
oxidac&o do ABTS determinada pelo aumento da absorbancia a 420 nm (€ = 36 mMcm™). A
atividade enzimatica foi determinada a 40°C e expressa em unidade enzimatica internacional
(U = pmol x 10 min™).

Analise estatistica: Os experimentos foram realizados em duplicata e os dados sao
expressos como média + desvio padrdo. As diferencas estatisticamente significativas entre
as médias foram determinadas utilizando two-way ANOVA (p< 0,01) utilizando o programa
estatistica GraphPrism 6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a producéo de lacase em funcéo do tempo de cultivo nos meioscontrole e
nos meios suplementados com diferentes indutores. Na auséncia de indutor, maximo de
lacase(67,15 = 37,51U.L™") foi obtido apdés 96 h de cultivo.Pode-se observar que dentre os
indutores utilizados, os melhores resultados (em ordem decrescente) foram obtidos nos
cultivos com etanol a 3% (583,12 + 140,7 U.L'l) apo6s 144h de cultivo, CuS0,4(45,84 +£14,91
U.L™+) e acido galico (44,64 + 0,98 U.L! ) apds 48 h de cultivo.Este resultado pode ser
justificado pelo efeito de alcodis sobre a membrana fungica, o que facilitaria a secrecéo
desta enzima, além do estresse oxidativo provocado por este solvente, o que acarretaria
uma inducéo da lacase (LEEet al., 1999).

Compostos fendlicos como acido géalico e CUSO, também sdo descritos como indutores de
lacases para diferentes fungos ligninoliticos (SOUZAet al., 2004). Para G. lucidum,
entretanto, ndo mostraram eficiéncia na inducao de lacases. Quando se associou acido galico
e CuSO, ao etanol, os niveis de atividade lacase obtidos foram menores do que nos
cultivossomente com etanol como indutor.

Nao houve diferenca significativa entre o controle e os cultivos suplementados com CuSQO, e
acido galico isoladamente, o que contraria os resultados obtidos por outros autores
(MANAVALAN et al. 2013).Silva e colaboradores (2012) também obtiveram aumento
significativo da producgdo de lacase por linhagens de Lentinulaedodes, Pleurotusostreatus e
Pleurotus floridacom a adi¢do de CuSO, na concentracdo de 150 uM feita apds 3 dias de
cultivo, e ndo no inicio do processo fermentativo como em nosso experimento.
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Comrelacdo ao tempo de cultivo, os resultados foram variados de acordo com o indutor ou
combinacdo deste. Para o etanol a 3%, apos 72h de cultivo houve um aumento significativo
da producdo de lacase, e este aumento seguiu exponencialmente, resultado observado
também em suas combinacgdes com acido galico eCuSO,4, ou com ambos, resultados estes
que corroboram com Silva et al. (2012), o qual obteve pico maximo de producéo de lacase
apo6s 12 dias de cultivo del.edodes, P.ostreatus e P.florida. J& para o acido galico eCuSO,e a
combinacdo deste, até 72h obtivemos producdo de lacase similar ao controle, sendo esta
inibida ap6s este periodo.
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Figura 1: Atividade da lacase produzida por Ganodermalucidum UEM obtida em meio basal e
na presenca de diferentes indutores e suas combina¢@es em cultivos submersos. As culturas
foram desenvolvidas a 120 rpm e 28° C.

CONCLUSOES
Os resultados indicam que para aindugdo da producdo de lacase, dentre os compostos
analisados,a adicdo de etanol a 3% foi a mais eficiente, sendo exponencial a partir de 72h
de cultivo, seguido de CuSO.e acido galico. Contudo, a associacdo dos indutores nao teve
um efeito aditivo de inducéo.

Agéncias de Fomento: Capes, CNPq.
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