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Formulacao de substratos na producio de biomassa micelial e de
lacase de Pleurotus ostreatus

Substratum formulation for laccase and mycelial biomass
production of Pleurotus ostreatus

Talita Rafacle D’ Agostini Mantovani'; Luzia Doretto Pacolla Meirelles?;
Juliana Silveira do Valle?; Giani Andrea Linde*; Nelson Barros Colauto**

Resumo

Pleurotus ostreatus ¢ um produtor de biomassa e lacase, enzima utilizada em processos fermentativos para
a hidrélise de substratos lignocelulésicos, com potencial de utilizagdo na producéo de biocombustiveis e
na alimentacdo animal. Desta forma, ha a necessidade de buscar substratos regionais mais apropriados
para a produc@o de biomassa micelial e de lacase. Assim o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
das caracteristicas fisico-quimicas de subprodutos da agroindustria na formula¢do de substratos para
o crescimento micelial e a producgdo de lacase por P. ostreatus. O experimento foi realizado com as
matérias-primas: fibra de soja, farelo de trigo, farelo de arroz, graos de milho e sabugo de milho que
foram separadas em func¢do da granulometria e analisadas quanto a relagdo carbono/nitrogénio (C/N).
O crescimento micelial foi avaliado em meio de cultivo sélido particulado em tubos cilindricos de
borosilicato. Em seguida a producdo de lacase foi avaliada utilizando um planejamento fatorial
fracionario 2%? com as variaveis: granulometria do meio de cultivo e adi¢do de minerais (cobre, zinco,
ferro, cadmio e magnésio) no meio de cultivo. A produgdo de lacase foi determinada pela oxidagdo do
ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico). Os resultados indicam que o fator mais
importante para o crescimento micelial ¢ a capacidade de retencdo de oxigénio do meio de cultivo.
Para o crescimento micelial de P. ostreatus o sabugo de milho e o farelo de trigo sdo os melhores
componentes do substrato. As demais matérias-primas reduziram o crescimento micelial. Entretanto o
fator mais importante para a indugdo da produgdo de lacase ¢ a redugdo do tamanho da particula, com
aumento da area de contato entre o micélio e o substrato.

Palavras-chave: Subprodutos agricolas, micélio, substrato, lacase, Pleurotus ostreatus

Abstract

Pleurotus ostreatus is a producer of biomass and laccase, an enzyme used in fermentation processes for
the hydrolysis of lignocellulosic substrata, with potential use in biofuel production and animal feed. Thus,
there is a need to seek more appropriate regional substrata for the production of mycelial biomass and
laccase. Hence, the aim of this study was to evaluate the effect of physical and chemical characteristics
of agro-industrial byproducts in a substratum formulation for the mycelial growth and laccase production
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by P. ostreatus. The experiment was conducted with the milled raw materials: soy fiber, wheat bran, rice
bran, corn grain and corn cob that were separated according to size and analyzed for carbon/nitrogen
(C/N) ratio. Mycelial growth was evaluated on substratum in cylindrical tubes of borosilicate. Then
laccase production was assessed using a 2% fractional factorial design with the variables: raw material
granulometry and addition of minerals (copper, zinc, iron, cadmium and magnesium) in the substratum.
The production of laccase was determined by oxidation of ABTS (2,2’-bis-azin-(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid). The results indicate that the most important factor for mycelial growth is the holding
capacity of oxygen in the substratum. For mycelial growth of P, ostreatus the corn cob and wheat bran
are the best components for the substratum. The other raw materials reduced the mycelial growth.
However the most important factor for the induction of laccase production is the reduction of particle
size, increasing the contact area between the mycelium and the substratum.

Key words: Agricultural byproduct, mycelium, substrate, laccase, Pleurotus ostreatus

Introduciao

O Brasil esta entre os maiores produtores
mundiais de soja (Glycine max), arroz (Oryza sativa)
e trigo (Triticum aestivum), sendo grande parte da
produgdo nacional proveniente do estado do Parana
(BRASIL, 2007). Apés o processamento destes
produtos diversos subprodutos como fibras, farelos,
bagacos, cascas e outros materiais lignocelulésicos
sdao gerados (HOSENEY, 1991; CEREDA, 2001).
A utilizagdo destes subprodutos no crescimento de
basidiomicetos ¢ uma alternativa de bioconversao
da celulose e lignina em produtos de interesse
economico (SILVA; MACHUCA; MILAGRES,
2005).

Os basidiomicetos produzem diversos bioprodutos
de interesse medicinal (SOUZA-PACCOLA et al.,
2004; MOURAO et al., 2009; JUMES et al., 2010;
MOURAO et al., 2011) e sdo importantes produtores
de lacases (COLAUTO; EIRA; MINHONI, 1998;
REGINA et al., 2009). A lacase é uma enzima
amplamente utilizada para a hidrdlise da lignina,
facilitando assim a exposi¢do ¢ acesso de celulose
por celulases. A lignina ¢ um composto recalcitrante,
covalentemente ligada a cellulose, que forma
uma barreira fisica a hidrolise deste carboidrato
(ANDERSON; MERRILL; KLOPFENSTEIN,
1988). O uso de lacase para a hidrolise de compostos
lignocelulésicos pode aumentar a biodisponibilidade
de carbono para a alimentagdo animal e em
processos de sucessdo microbiana para a producao de
biocompostos como enzimas e/ou biocombustiveis
(D’AGOSTINI et al., 2011).

Os diferentes biocompostos produzidos por
basidiomicetos podem ser extraidos diretamente
do micélio nao necessitando o desenvolvimento do
corpo de frutificagdo. Este processo pode viabilizar
economicamente a producdo de biocompostos por
basidiomicetos, pois diminui o tempo e custo do
processo de produ¢do, além de aumentar o grau de
controle do produto obtido (MIZUNO; MINATO;
ITO, 1998; MSHANDETE; MGONJA, 2009).
Contudo a produgdo de enzimas e de biomassa
¢ afetada pelas propriedades fisicas do meio
de cultivo como a natureza cristalina e¢ amorfa,
porosidade, tamanho da particula e presenga de
metais (PANDEY, 2003). Desta forma, a analise
do crescimento micelial e do meio de cultivo sao
fundamentais para o processo de producdo de
principios ativos terapéuticos e enzimas em escala
industrial.

O género Pleurotus ¢ um produtor natural de
lacase (D’AGOSTINI et al., 2011), sendo que a
sintese de enzimas s3o fortemente afetadas pela
linhagem do fungo, composicdo do substrato,
principalmente pela concentracao de nitrogénio no
meiodecultivo(STAJICetal.,2006; MANTOVANI;
LINDE; COLAUTO, 2007; ELISASHVILI et al.,
2008; ELISASHVILI; KACHLISHVILI, 2009).
Devido a capacidade de produzir enzimas os
basidiomicetos do género Pleurotus sdo potenciais
agentes da digestdo de compostos recalcitrantes.
Este fungo adapta-se bem as condi¢des brasileiras
de clima tropical e apresenta produtividade até trés
vezes superior ao género Agaricus. E adaptado
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aos diversos tipos de residuos ou subprodutos
agricolas e agroindustriais, além de possuir valor
teraputico devido a producdo de compostos
bioativos, vitaminas e proteinas (COLAUTO;
EIRA; MINHONI, 1998).

Na busca de substratos mais apropriados ao
crescimento micelial para produgdo de biomassa
e de biocompostos, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito das caracteristicas fisico-quimicas
de subprodutos da agroindustria utilizados na
formulagdo de substratos para o crescimento
micelial e producao de lacase de P. ostreatus.

Material e Métodos

Utilizou-se da micoteca da Universidade
Paranaense a linhagem U6/8 de P. ostreatus. Os
fungos foram mantidos por transferéncia periodica
em meio batata-dextrose-agar (BDA) (39 g/L) a
25 °C no escuro. Apds a recuperagdo do vigor de
crescimento, micélio com ramificagdo homogénea
e sem setoriamento foi selecionado como ino6culo.

Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas para compor os
meios de cultivo foram: fibra de soja (FS), farelo
de trigo (FT), farelo de arroz (FA) e sabugo de
milho (SM). A FS (Fibrarich FN) foi fornecida
pela empresa Solae do Brasil e as demais matérias-
primas foram obtidas de cooperativas agricolas
regionais.

As matérias-primas foram analisadas quanto ao
teor de nitrogénio total, determinado pelo método
de Kjeldahl, a umidade em estufa a 105 °C até
massa constante, € as cinzas em mufla a 550 °C.
A relagdo carbono/nitrogénio (C/N) foi calculada
conforme Griensven (1988), considerando que
50% da matéria organica ¢ composta por carbono
(MANTOVANI; LINDE; COLAUTO, 2007).

A partir destes resultados as matérias-primas
com maiores concentragcdes de nitrogénio foram
misturadas aquelas com menores concentragdes de
nitrogénio a fim de obter relagdo C/N de 30 que sdo
ideais para o crescimento de P. ostreatus (WU et al.,
2004).

Crescimento em meio de cultivo solido particulado
(MCSP)

As matérias-primas foram estratificadas em duas
faixas granulométricas e cada faixa foi analisada
quanto ao conteudo de nitrogénio, carbono, cinzas e
umidade. A faixa com particulas entre 1,7 ¢ 5 mm foi
identificada como “>” e a faixa menor que 1,7 mm
como “<”. Para a formula¢do dos MCSP misturou-
se matérias-primas com diferentes granulometrias
(Tabela 1), mantendo fixa a relagdo C/N de 30 para
P, ostreatus (WU et al., 2004).

As formulagdes do MCSP foram autoclavadas
a 121 °C por 10 min em excesso de agua. A agua
residual foi removida e carbonato de calcio (1%) foi
adicionado para ajuste de pH para 6,0. Os MCSP
foram transferidos para tubos de borosilicato (300
x 30 mm) e novamente autoclavados a 121 °C por
40 min com posterior mensuracdo da densidade
do substrato. Os MCSP foram inoculados com
discos de BDA de 30 mm de didmetro, tomando-
se o cuidado para que o micélio ficasse em contato
com o MCSP dos tubos. Ambas as extremidades
do tubo foram fechadas com tampdes de algodao.
O crescimento foi realizado a 25 °C, com 70% de
umidade, no escuro, por 21 dias. O crescimento
micelial longitudinal foi medido em quatro pontos
do tubo utilizando-se um paquimetro. Todos os
tratamentos foram realizados em quadruplicata e as
correlagdes entre as matérias-primas utilizadas nas
formulagdes dos MCSP e o crescimento do micélio
analisados no programa Statistica 6.0 (p<0,05).
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Tabela 1. Analise fisico-quimica das matérias-primas (% de base seca) utilizadas no MCSP para o crescimento de

Pleurotus ostreatus.

Resultado de analise (%)

MP G Nitrogénio Carbono Cinzas Umidade
Bruto 0,530 + 0,008 42,850+ 0,677 2,230 + 0,035 12,070 £ 0,191
SM > 0,453 £ 0,011 44,712 + 1,109 1,766 + 0,044 8,810+0,218
< 1,028 £ 0,015 43,842 + 0,649 2,916 £ 0,043 9,400 £ 0,139
FA Bruto 1,760 + 0,028 38,380 + 0,606 12,220 +£0,193 11,030 £ 0,174
< 2,378 + 0,051 41,309 + 0,888 8,321+ 0,179 9,060 + 0,195
T Bruto 2,600 + 0,090 42,310 = 1,460 5,040 £ 0,174 10,340 £+ 0,357
< 3,565 + 0,083 42,162 + 0,980 4,452 £ 0,104 11,223 +0,261
FS Bruto 4,330 £ 0,056 44,100 + 0,568 3,830 + 0,049 7,990 + 0,103
< 4,981+ 0,079 43,646 + 0,692 3,788 + 0,060 8,920+ 0,141

Legenda= MP: matéria-prima, G: granulometria, SM: sabugo de milho, FA: farelo de arroz, FT: farelo de trigo, FS: fibra de soja,
>: granulometria entre 1,7 € 5 mm, <: granulometria menor que 1,7 mm, Bruto: sem separacdo granulométrica (natural), ¥*Carbono

calculado segundo Griensven (1988).
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Producao de lacase

As variaveis estudadas no planejamento fatorial
fracionario 2°? (Tabela 3) foram a granulometria
do MCSP com a formulagao do substrato (Tabela
2) com composicao fisico-quimica semelhante e
granulometria diferente (Tabela 1), e presenga de
minerais cobre, zinco, ferro, cddmio e magnésio.

Os MCSP foram autoclavados e as solugdes de
minerais, previamente filtradas (filtro de 0,22
um), foram adicionadas. As solu¢des de minerais
utilizadas foram: CuSO, (2 mM), ZnSO, (1 mM),
Cd(NO,), (2 mM), MnSO, (1 mM) e Fe(SO,) (1
mM). Em seguida os meios foram inoculados com
micélio e mantidos a 25 °C por 21 dias no escuro.

Tabela 2. Percentual em base seca das matérias-primas utilizadas para formulagdes dos meios de cultivo sélido

particulado (MCSP) para Pleurotus ostreatus.

Formulacao Matéria-prima (%) Nitrogénio (%, bs)  Relag¢do C/N
T1 FS<(26) SM>(74) 1,63 30
T2 FS<(19) SM<(81) 1,77 30
T3 FT<(40) SM>(60) 1,70 30
T4 FT<(30) SM<(70) 1,78 30
T5 FA<(57) SM>(43) 1,55 30
T6 FA<(48) SM<(52) 1,67 30
TC1 FA<(20) SM>(80) 0,84 30
TC2 FA<(20) SM<(80) 1,30 30

Legenda= FS: fibra de soja, FT: farelo de trigo, FA: farelo de arroz, SM: sabugo de milho, >: granulometria entre 1,7 ¢ 5 mm, <:
granulometria menor que 1,7 mm, T1-6: formulagdes de MCSP, TC1-2: MCSP controles, C/N: carbono/nitrogénio, bs: base seca.

Fonte: Elaboracgio dos autores.
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Tabela 3. Planejamento fatorial fracionario 2°2, com as variaveis do meio de cultivo sélido particulado (MCSP):
granulometria (TC1 e TC2) com e sem adi¢@o de minerais, para verificar o efeito da producdo de lacase por Pleurotus

ostreatus.

Cu Zn Fe Cd Mn Meio
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 TC1
1,103 0,000 0,000 0,000 0,882 TC1
0,000 0,588 0,000 0,000 0,882 TC2
1,103 0,588 0,000 0,000 0,000 TC2
0,000 0,000 1,324 0,000 0,882 TC2
1,103 0,000 1,324 0,000 0,000 TC2
0,000 0,588 1,324 0,000 0,000 TC1
1,103 0,588 1,324 0,000 0,882 TCl1
0,000 0,000 0,000 0,368 0,000 TC2
1,103 0,000 0,000 0,368 0,882 TC2
0,000 0,588 0,000 0,368 0,882 TCl1
1,103 0,588 0,000 0,368 0,000 TC1
0,000 0,000 1,324 0,368 0,882 TC1
1,103 0,000 1,324 0,368 0,000 TC1
0,000 0,588 1,324 0,368 0,000 TC2
1,103 0,588 1,324 0,368 0,882 TC2

Variavel codificada Cu Zn Fe Cd Mn Meio
Concentracio de minerais (ppm)

-1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 TC1

+1 1,103 0,588 1,324 0,368 0,882 TC2

Legenda: TC1: MCSP composto por 20% de farelo de arroz (granulometria menor que 1,7 mm) e 80% de sabugo de milho
(granulometria entre 1,7 e 5 mm); TC2: MCSP composto por 20% de farelo de arroz (granulometria menor que 1,7 mm) e 80% de

sabugo de milho (granulometria menor que 1,7 mm).
Fonte: Elaboracao dos autores.

Apos este periodo o extrato bruto foi preparado
com tampao acetato de sodio (10 mM, pH 4,2) na
propor¢ao de 1:4. O meio de cultivo e o tampao
foram mantidos em banho de gelo por 1 h com
agitacdo a cada 15 min. A seguir a mistura foi
centrifugada a 15000 g, a 4 °C, por 2 min, sendo
o sobrenadante considerado o extrato bruto. Para a
atividade de lacase uma mistura contendo 400 pL do
extrato bruto, 1400 pL de dgua, 900 pL de tampao
acetato de s6dio 0,1 M (pH 5,0) e 300 uL de 1 mM
de ABTS (2,2’-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) foi mantida a 30 °C por 10 min. Apds
este periodo, a reacdo foi paralisada com a adi¢ao
de 100 pL de acido tricloroacético (5%), adicionado
8,5 mL de agua ultrapura e realizada a leitura da
absorvancia a 420 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como 1 pmolar de

ABTS oxidado por minuto. Para calcular a atividade
enzimatica foi utilizado o coeficiente de absorgao de
3,6 10YMcm.

Resultados e Discussao

Na Tabela 1 s@o apresentados os resultados de
analise fisico-quimica das matérias-primas, em
diversas granulometrias, para formulagdo dos
MCSP (Tabela 2). Pode se observar que proteinas
e minerais, devido a menor tensao de ruptura,
concentram-se nas fragdes de menor granulometria
alterando assim as fra¢des orgénicas e inorganicas
das matérias-primas estratificadas. A fragao organica
¢ responsavel pelo fornecimento de carbono e
nitrogénio, enquanto que a fracdo inorganica
exerce importante papel na disponibilizacdo de
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micronutrientes normalmente envolvidos no
funcionamento dos sistemas de transporte celular
e das reagdes enzimaticas (HOSENEY, 1991).
Desta forma, ¢ importante conhecer a composi¢ao
quimica das fragdes granulométricas do meio de
cultivo para compreender o crescimento do fungo
em diferentes substratos, evitando a geragdo de

resultados conflituosos.

Crescimento do micélio em meio de cultivo solido
particulado (MCSP)

A densidade média final do MCSP foi de 0,69
+ 0,05 g/cm® e os meios TC1 e TC2, tratamentos
controles por produtores
apresentaram relacdo C/N de 53. Para o vigor

utilizados locais,

micelial, ndo houve diferenga entre os tratamentos.

Na correlagdo entre as matérias-primas € o
crescimento micelial em MCSP observa-se que a
adi¢ao de SM com granulometria entre 1,7 ¢ 5 mm
favoreceu (p<0,05) o crescimento micelial de P
ostreatus (Figura 1). O SM ¢ usualmente utilizado
como material volumoso para o cultivo de fungos
por possuir alta concentracdo de lignina e celulose
(EIRA; MEIRELLES; PACCOLA-MEIRELLES,
2005) e alta porosidade, que permite a retengdo de
oxigénio para o processo de respiragdao do fungo. A
importancia da manuteng¢ao de ar no meio de cultivo
foi importante uma vez que apenas a granulometria
entre 1,7 ¢ 5 mm de SM apresentou efeito positivo
no crescimento. Observa-se que para P. ostreatus
a granulometria influenciou no aproveitamento da
matéria-prima pelo fungo, sendo que um maior
tamanho das particulas favoreceu o crescimento
micelial em MCSP (Figura 1).

Figura 1. Correlacdo do crescimento micelial (mm) de Pleurotus ostreatus em meio de cultivo sélido particulado
composto de diferentes matérias-primas (Tabela 1). FT: farelo de trigo, FA: farelo de arroz, FS: farelo de soja, SM:
sabugo de milho, >: granulometria entre 1,7 ¢ 5 mm, <: granulometria menor que 1,7 mm, *diferenca significativa

pelo teste de Tukey (p<0,05).

-0,80 -0,60 -0,40 -0,20 0,00 0,20

Valor da correlacio entre o substrato e o crescimento micelial

Fonte: Elaboracdo dos autores.
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Em substratos contendo FA houve diminui¢ao
(p<0,05) do crescimento de P. ostreatus (Figura 1).
Embora o FA seja um subproduto importante do
arroz, rico em nutrientes a concentragdo utilizada
causou gelatinizagdo, impedindo a aeracdo do meio
e ocasionando menor crescimento do micélio. Ja o
FT proporcionou aumento (p<0,05) do crescimento
micelial (Figura 1). O FT ¢é o principal subproduto
da moagem do trigo e, diferentemente das fibras,
¢ constituido de uma mistura heterogénea de
da
graos, sendo fonte de minerais, vitaminas e outros
nutrientes de valor biologico (HOSENEY, 1991).
Apesar da quantidade de nutriente ser um fator

fragmentos camada hialina-aleurona dos

importante para o crescimento do fungo a presenca
de cascas do trigo no FT promoveu o aumento da
retencdo de ar no meio de cultivo, que disponibiliza
oxigénio para o crescimento micelial, parecendo
ser este o fator mais importante para o crescimento
micelial em MCSP.

A relagdo C/N inicial dos meios de cultivo foi
mantida constante em 30. No entanto, a concentracao
de nitrogénio inicial variou sensivelmente. Isto
ocorre devido ao uso de diferentes matérias-primas
com composi¢des quimicas distintas. Desta forma,
a manuten¢do tanto da relagdo C/N quanto da
concentracdo de nitrogénio, apenas seria possivel
pela adi¢dao de nitrogé€nio externo o que implicaria
em adicdo de nova variavel ao experimento, fonte
de nitrogénio externo. Desta forma, para avaliar o
crescimento micelial optou-se pela manutengdo
da relagao C/N e das fontes de nitrogénio naturais
existentes nos diferentes meios de cultivo.

A fim de avaliar o efeito do nitrogénio inicial
sobre o crescimento micelial comparou-se os meios
TC1 e TC2. Estes meios de cultivo apresentaram
as variaveis granulometria do sabugo de milho e
a concentracdo de nitrogénio, sendo que o meio

com sabugo de milho de maior granulometria,
apesar de conter o menor nivel de nitrogénio (0,84
%), apresentou maior crescimento, demonstrado
pelo efeito positivo de SM> (Figura 1). Desta
forma, para os meios de cultivo avaliados com
C/N inicialmente ajustado para 30 a granulometria
e nao a concentracdo inicial de nitrogénio foi
a variavel mais importante. Isto concorda com
Miles e Chang (1997) que relatam a importancia
da relagdo C/N sobre a concentragdo de nitrogénio
para o crescimento e producdo de basidiomicetos e
recomendam relagdes C/N de 30 para a produgdo de
P. ostreatus.

Atividade da lacase

Na Figura 2 sdo apresentados os efeitos das

variaveis estudadas no planejamento fatorial
fracionario 2%? sobre a resposta da atividade
da lacase de P ostreatus. A variavel que mais
influenciou a producdo da lacase foi o substrato,
sendo que os indutores avaliados exerceram
menor efeito na atividade enzimatica, porém ainda
significativo (p<0,05) para o aumento da atividade
da enzima (Figura 2). Observa-se que a producao
de lacase aumenta quando utilizado o substrato
TC2 e diminui quando utilizado o substrato TCI1.
Os MCSP TC1 e TC2 possuem composi¢do quimica
semelhante, sendo compostos por 80% de SM e
20% de FA. Porém o meio TC2 tem no substrato
SM com granulometria menor que 1,7 mm e o
TC1 tem SM com granulometria entre 1,7 ¢ 5 mm.
Assim, a maior atividade de lacase no meio TC2
pode estar relacionada a granulometria da matéria-
prima. Desta forma, a menor granulometria do
meio de cultivo aumenta a area de contato entre o
substrato e as enzimas, podendo induzir a sintese

destes compostos.
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Figura 2. Efeito em U/g (base seca) das variaveis: substrato, Cd, Mn, Zn, Cu e Fe no planejamento fatorial fracionario
262 (Tabela 3) sobre a resposta da atividade da lacase para Pleurotus ostreatus. *Diferenca significativa pelo teste de

Tukey (p<0,05).
Substrato
Cd *
Mn | *

. g -

5

5 B

> .
Cu *
v« [T

10 11

Efeito (U/g meio seco)

Fonte: Elaboragéo dos autores.

Pandey (2003) cita o tamanho da particula
como propriedade fisica essencial para a atividade
enzimatica, outros pontos importantes destacados
pelo autor sdo natureza cristalina, porosidade e area
de superficie do substrato. Membrillo et al. (2008)
observaram que a razdo geométrica ¢ o tamanho
das fibras do bagacgo da cana-de-agucar influenciam
fortemente o perfil da atividade enzimatica do
género de Pleurotus. Isso se deve provavelmente ao
perfil da lacase que possui massa molecular alta, ndo
conseguindo penetrar profundamente nos tecidos,
hidrolisando a lignina da superficie das particulas
do substrato. Desta forma, o aumento da area de
contato entre o substrato e a enzima mostrou-se
fundamental para a indugdo da sintese de lacase por
P, ostreatus.

Além da granulometria, o meio de cultivo
TC2, com 1,30% de nitrogénio, apresentou maior
atividade de lacase que TC1 com apenas 0,84% de
nitrogénio. Diferentes autores relatam a correlagdo
positiva entre producdo de lacase e concentragdo
de nitrogénio do meio de cultivo para relagdes C/N

acima de 40 (ELISASHVILI; KACHLISHVILI,
2009). Para P ostreatus a concentracdo de
nitrogénio pode afetar de forma singular a produgao
de lacase. Relacdes C/N acima de 30 estimulam a
produgdo de lacase devido a condicao favoravel ao
crescimento micelial, enquanto C/N abaixo de 30
ativam a sintese celular de lacase (D’ AGOSTINI et
al., 2011). Kachlishvili et al. (2005) e Mikiashvili et
al. (2005) descrevem que o aumento de nitrogénio
no meio de cultivo leva a repressdo da sintese de
enzimas hidroliticas e induz a produgio de lacase.
Diferentes genes codificadores de lacase sdo comuns
em fungos, e a produgdo de varias isoformas de
lacase agrupadas em familias génicas tém sido
relatadas (PEZZELLA et al., 2009). Algumas
formas apresentam expressao constitutiva e outras
sdo induzidas por condi¢des fisiologicas e de
crescimento (MANSUR; SUAREZ; GONZALEZ,
1998; SODEN; DOBSON, 2003; XIAO et al.,
2006). Assim, para P. ostreatus, Pezzella et al.
(2009) analisando a regido promotora de sete genes
de lacase, relataram que a presenca de nitrogénio
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no meio de cultivo, associado a presenga de certas
sequencias génicas, pode estar relacionada a
regulacdo da expressdo de lacase. Apesar do vasto
conhecimento sobre a sintese de lacase, as alteragdes
de nitrogénio parecem afetar a sintese desta enzima
quando ocorre de forma similar a alteragdo do
balango entre carbono e nitrogénio. A ativagdo da
sintese enzimatica parece estar muito associada
pela relagdo entre a presenga de carbono de facil ou
dificil metabolizag¢do. Desta forma, ¢ possivel que
em meios com excesso de nitrogénio, o fungo seja
induzido a produzir lacase para liberar carbono que
facilitara a recuperagdo do balango entre carbono e
nitrogénio livres (D’AGOSTINI etal.,2011). Assim,
os meios TC1 e TC2, apesar de conterem diferentes
concentracdes de nitrogénio, possuiam semelhantes
fontes de carbono e nitrogénio, igual relagio C/N
e por conseqiiéncia semelhante balango entre
carbono e nitrogénio livres. Assim, provavelmente
a granulometria e ndo a concentragao de nitrogénio
induziu a producdo de lacases para estes meios de
cultivo, permitindo identifica-la como a variavel
mais relevante para a produgdo de lacase por P,

ostreatus.

Em relagdo aos indutores avaliados observou-se
que apenas o ferro ndo afetou (p<0,05) a produgao de
lacase (Figura 2). Baldrian et al. (2005) verificaram
um aumento na degrada¢ao de lignocelulose por P,
ostreatus na presenca de Cu, Mn e Zn. Cu e Mn
participam diretamente do processo de degradacao
dalignina, o primeiro atua como cofator para o centro
catalitico da lacase e o segundo participa diretamente
do ciclo da peroxidase Mn-dependente, outra enzima
envolvida na degradacgdo da lignina. O Cd também
¢ citado como indutor do aumento da atividade da
lacase em P. ostreatus em concentracdes de 1 a 5
mM (BALDRIAN; GABRIEL, 2002). Segundo
Singhal e Rathore (2001) o Zn € necessario para o
funcionamento do sistema enzimatico lignolitico,
atuando na mineralizacgdo e solubiliza¢do da lignina.
Apesar do efeito positivo da presenga de minerais
sobre a producao de lacase, a granulometria do
substrato foi o fator mais importante.

Conclusoes

Os resultados indicam que para o crescimento
micelial no meio de cultivo soélido particulado o
fator mais importante é a capacidade de retengao
de oxigénio do meio de cultivo. Para o crescimento
micelial de P. ostreatus o sabugo de milho ¢ o
farelo de trigo sao os melhores componentes do
substrato. As demais matérias-primas reduziram o
crescimento micelial. J& para a indug@o da produgao
de lacase em meio de cultivo solido particulado, o
fator mais importante ¢ a reducdo do tamanho da
particula, com aumento da area de contato entre o
miceélio e o substrato.
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