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RESUMO

As lacases, enzimas pertencentes a familia das multi-cobre oxidases, ganharam
destaque nos ultimos anos devido as suas propriedades e acdo catalitica. Essas
enzimas sao produzidas principalmente por fungos ligninoliticos e atuam na catalise
de uma variedade de substratos organicos e inorganicos por meio da abstracao de
um elétron. Para isso, reduzem moléculas de oxigénio em moléculas de agua sendo,
portanto, um oxidante limpo. Por esses motivos, as lacases podem ser aplicadas em
uma variedade de processos quimicos e biotecnologicos em industrias como a de
papel, tecidos, alimenticia, cosméticos, além de atuar na biodegradacdo de
poluentes e tratamento de efluentes. Todavia, sua utilizagcdo em larga escala é
limitada por alguns fatores como longos periodos de produgao e altos custos. Essas
dificuldades podem ser contornadas pela utilizacdo de componentes do meio de
cultivo que atuem como indutores de producdo de lacases durante o bioprocesso.
Por isso, esse trabalho tem como objetivo realizar um levantamento bibliografico
sobre o papel dos indutores tanto sintéticos quanto naturais na produgéao de lacases
por fungos. Para isso, foram utilizadas uma base de dados, o Google Académico e
as palavras-chaves para busca em portugués “lacase” e “indutores” e em inglés
“laccase” e “inducers”. Os artigos cientificos mais relevantes e publicados nos
ultimos 5 anos foram selecionados. No total 24 trabalhos foram escolhidos, sendo
qgue ions cobre, ions manganés e a xilidina se destacaram como indutores sintéticos.
Ademais, o guaiacol, o acido ferulico e o bagago de cana-de-agucar sao indutores
naturais frequentemente utilizados na producao de lacases.

Palavras-chave: Lacases; Indutores; Aplicacdes; Fungos.



ABSTRACT

Belonging to the family of multi-copper oxidase enzymes, laccases have gained
prominence in recent years due to their properties and catalytic action. Produced
mainly by ligninolytic fungi, these enzymes act in the catalysis of a variety of organic
and inorganic substrates through the abstraction of an electron. For it, they reduce
oxygen molecules into water molecules so are, therefore, a clean oxidant. For these
reasons, this enzyme can be applied in a variety of chemical and biotechnological
processes in industries such as paper, textiles, food, cosmetics, moreover laccases
can act in the biodegradation of pollutants and effluent treatment. However, its large-
scale use is limited by factors such as long production periods and high costs. These
difficulties can be overcome by using components of the culture medium that act as
inductors of laccase production during the bioprocess. Therefore, this work aims to
carry out a bibliographical survey on the role of both synthetic and natural inducers in
the production of laccases by fungi. For this, a database, Academic Google and the
keywords for search in Portuguese “lacase” and “indutores” and in English “laccase”
and “inducers” were used. The most relevant scientific articles published in the last 5
years were selected. A total of 24 works were chosen, with copper ions, manganese
ions and xylidine standing out as synthetic inducers. Furthermore, guaiacol, ferulic
acid and sugarcane bagasse are natural inducers frequently used in the production
of laccases.

Keywords: Laccases; Inducers; Applications; Fungi.
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1 INTRODUGCAO

As lacases sao enzimas multicobre-oxidases produzidas por fungos,
bactérias, plantas e insetos. Elas apresentam o potencial de oxidar diversas
substancias utilizadas nas industrias (aminas aromaticas, fendis, corantes) através
da reducdo de moléculas de oxigénio em moléculas de agua sendo, portanto,
consideradas como oxidantes limpo. Ainda mais, possuem relevante fungdo em
diversas industrias como a de papel, de tecidos, de cosméticos e na de
biodegradacdo de poluentes (RODRIGUEZ COUTO; TOCA HERRERA, 2006;
WANG et al., 2019).

Mesmo com o amplo potencial biotecnoldégico, as lacases ainda nao sao
aplicadas em larga escala. Isso se deve principalmente a baixa produtividade,
periodos longos de producgao, altos custos, baixa atividade cataliticas e algumas
incompatibilidades com processos industriais. Entretanto, foi constatado que a
aplicacdo de indutores adequados pode resolver esses problemas, uma vez que
eles tém a capacidade de aumentar tanto a produgcdo quanto a atividade catalitica
das lacases, além de diminuir seu periodo de producdo (BERTRAND; MARTINEZ-
MORALES; TREJO-HERNANDEZ, 2013, 2017).

Nesse sentido, os indutores sao divididos entre quimicos ou sintéticos e
naturais. Os indutores quimicos sdo compostos aromaticos tais quais catecol, acido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e xilidina, além de ions
metdlicos como Cu?*, Fe?* e Mn?*. Ja quanto aos indutores naturais, diferentes
residuos agroindustriais sdo utilizados, entre esses: bagago de maga, casca de
laranja, vinhaga, palha de trigo, serragem, entre outros.

A agroindustria gera uma grande quantidade de residuos cuja composi¢ao é
rica em acgucares, vitaminas e minerais, como exemplos tem-se a casca de arroz,
bagacgo de uva bordd e o bagago de cana de agucar. Esse ultimo contém cerca de
50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina € um dos maiores
subprodutos agroindustriais celuldsicos gerados no Brasil. Ademais, esses residuos
sao facilmente assimilados por microrganismos, o que os tornam adequados para
utilizacdo como substratos alternativos e indutores de baixo custo para a produgao

enzimatica, além de reduzir a degradacdo ambiental causada pela disposi¢cao



inadequada desses residuos na natureza (PANDEY et al., 2000; ROSALES;
RODRIGUEZ COUTO, 2005; SCHIMIDT, 2019).
Assim, o objetivo desse trabalho foi realizar um levantamento bibliografico

sobre o efeito dos indutores sintéticos e naturais na produgao de lacases fungicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar um levantamento bibliografico sobre o efeito dos indutores sintéticos e

naturais na producao de lacases fungicas.

2.2 Objetivos especifico

e Discutir sobre a estratégia convencional de producdo de lacases
fungicas.

e Determinar os fatores que afetam a atividade catalitica das lacases.

o Verificar o efeito da concentracdao dos indutores sintético no aumento
da atividade enzimatica.

e Verificar as vantagens de indutores naturais em relagao aos sintéticos.

e Discutir as principais aplicagbes das lacases.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Fungos basidiomicetos e suas enzimas ligninoliticas

Diversos fungos que atacam madeira na natureza sao capazes de degradar
a lignina, polimero aromatico natural mais abundante na Terra. Entre aqueles, os
basidiomicetos s&o considerados um grupo muito promissor, em razdo de suas
capacidades de produzirem enzimas lignoliticas e se ajustarem a diferentes
condigbes ambientais (BAJPAI; ANAND; BAJPAI, 2006; MACIEL; CASTRO E
SILVA; RIBEIRO, 2010; TEN HAVE; TEUNISSEN, 2001).

Dentre os basidiomicetos, os fungos da podriddo branca sdo os que se
destacam, uma vez que sdo capazes de quebrarem completamente a lignina em
dioxido de carbono e agua. Ainda mais, esses fungos sao os maiores produtores de
enzimas capazes de oxidar lignina. O nome podriddao branca se da em razdo de
deixarem a madeira branca durante o processo de degradacgao, o qual ocorre com o
crescimento micelial sobre a madeira (TEN HAVE; TEUNISSEN, 2001).

A habilidade de oxidar a lignina é decorrente do sistema enzimatico
extracelular desses organismos, 0s quais secretam enzimas junto com alguns
mediadores no ambiente e, assim, garantem uma continua degradacgao da lignina na
natureza. Ademais, outro fator importante € a boa organizagdo das hifas, que
conseguem penetrar as paredes celulares das plantas com eficiéncia. Ainda mais,
as principais enzimas com essa fungdo sdo a lignina peroxidase, manganés
peroxidase e fenol-oxidase contendo cobre, conhecidas como lacases (BAJPAI,
ANAND; BAJPAI, 2006; MACIEL; CASTRO E SILVA; RIBEIRO, 2010; TEN HAVE;
TEUNISSEN, 2001).

Dada sua versatilidade, as enzimas lignoliticas vem aumentando sua
demanda e substituindo diversos processos industriais convencionais. Desse modo,
elas possuem aplicagcdo em varios setores, entre eles, o alimenticio, o de
combustiveis, o de cosméticos, o de polpa e papel, entre outros. Isso acontece em
razdo da capacidade dessas enzimas em removerem substancias xenobidticas
complexas e produzirem produtos poliméricos. Por esse motivo, os fungos

lignoliticos tornaram-se atrativos na biorremediacdo de poluentes, na degradagao de
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corantes e no processo de branqueamento de papel, por exemplo. (BERTRAND;
MARTINEZ-MORALES; TREJO-HERNANDEZ, 2013; MACIEL; CASTRO E SILVA;
RIBEIRO, 2010; REZENDE; SOCCOL; FRANCA, 2016).

3.2 Lacases

3.2.1 Historico

Lacases sdo enzimas multicobre oxidase com importantes aplicacbes
biotecnolégicas. Essas enzimas foram descobertas em 1883, no latex da arvore laca
japonesa Toxicodendron vernicifluum, pelo pesquisador Yoshida. Posteriormente,
lacases foram encontradas em plantas, em algumas bactérias, insetos e fungos
(JANUSZ et al., 2020; RODRIGUEZ-COUTO, 2019).

Dependendo da fonte, as lacases possuem fungdes bioldgicas diferentes.
Desta forma, lacases presentes em plantas tem como fungbes manter a estrutura da
parede celular e curar feridas. Ja no caso de fungos e bactérias, as lacases atuam
na degradacao da lignina (para ganhar acesso a hemicelulose e a celulose das
plantas), degradagédo de acido humico, além de protegdo contra agentes externos.
Por fim, em insetos a lacase atua na esclerotinizagdo da cuticula, pigmentacao e
defesa (JANUSZ et al., 2020). Na Figura 1 podem-se observar as diferentes

atuacdes das lacases dependendo de sua origem.

Figura 1 — Comparacao da funcao de lacases de diferentes organismos.

Plantas

Lignificagdo
Cicatrizagdo de feridas

Insetos

Esclerotinizagdo da
cuticula

Desintoxicagao
Defesa contra
organismos
antagénicos Morfogénese
Fungo Pigmentacio
Metabolismo de metais
Viruléncia Homeostase/ oxidacdo de metais
Esporulagio
Decomposigio de lignina
Degradagio de cido humico

Bactéria

Fonte: Janusz et al. (2020).
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A relevancia das lacases veio da capacidade de degradar compostos
similares a lignina, como: hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, corantes téxteis,
entre outras substancias, desde que possuam potencial de redugdo menores que da
enzima. Além disso, as lacases sdo consideradas como catalisadores verdes, uma
vez que, em sua acgao catalitica, o oxigénio molecular e reduzido a agua
(RODRIGUEZ-COUTO, 2018).

Foi verificado 100 anos apdés o descobrimento das lacases que a agao
catalitica delas podia ser estendida para compostos ndo fendlicos com o uso dos
chamados mediadores redox, o que aumentou o interesse nessa enzima
(RODRIGUEZ COUTO; TOCA HERRERA, 2006).

3.2.2 Acéo catalitica, estrutura e propriedades

A sitio catalitico das lacases em geral € composto por quatro atomos de
cobre, os quais sdo classificados em trés grupos de acordo com propriedades
espectroscopicas e magnéticas. (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014; RODRIGUEZ-
COUTO, 2018)

O cobre do tipo 1 é responsavel pela oxidacdo do substrato e pelo potencial
redox da lacase, além de contribuir para a coloragdo azul das lacase por possuir
absorgcao caracteristica em 610 nm. Esse cobre esta ligado a uma cisteina, uma
metionina e duas histidinas. (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014; RODRIGUEZ-COUTO,
2018)

O cobre do tipo 2, ligado a duas histidinas e uma molécula de agua, néo
possui absor¢do no espectro, sendo assim, incolor. Entretanto, possui um sinal
caracteristico de ressonancia por ser paramagnético. (CHRISTOPHER; YAO; JI,
2014; RODRIGUEZ-COUTO, 2018)

O cobre tipo 3 é diamagnético e absorve em 330 nm. Ele possui como
ligante trés histidinas. Dois desses cobres com um tipo 2 formam um centro tri-
nucleares que é responsavel por catalisar a fixagdo e redu¢do do oxigénio em agua
(CHRISTOPHER; YAQ; JI, 2014; RODRIGUEZ-COUTO, 2018).

A Figura 2 mostra a estrutura dessa enzima e indica o tipo de cada atomo de

cobre.
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Figura 2 — Estrutura simplificada do sitio ativo de uma lacase
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Fonte: Christopher; Yao; Ji, (2014).

Assim, a acao catalitica das lacases é devido aos diferentes centros de
cobre na enzima. O substrato € oxidado pelo cobre T1 e o oxigénio é reduzido a
agua no sitio tri-nuclear T2/ T3, sendo que, provavelmente, o tripeptideo formado de
duas histidinas e uma cisteina transporta os elétrons entre os atomos de cobre. Esse

mecanismo esta representado na Figura 3 (BALDRIAN, 2006).

Figura 3 — Representagao do ciclo catalitico da lacase
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Fonte: Baldrian (2006).
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Na forma nativa das lacases, os quatro cobres estdo totalmente oxidados, o
que ajuda nas etapas iniciais da degradacao da lignina. Ainda mais, as ligagbes de
hidrogénio e as liga¢des de sal entre os atomos de cobre garantem a estabilidade da
estrutura das lacases (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014).

As lacases sao classificadas em alto (0,6-0,8 V) e baixo (0,4-0,6 V) potencial
redox de acordo com as propriedades dos atomos de cobre nela contidos, sendo
que as de bactérias, de insetos e de plantas possuem baixos potenciais, ao contrario
das fungicas estdo entre os mais altos potenciais, com destaque para os fungos da
podridao branca (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014; JANUSZ et al., 2020).

Além disso, as propriedades, estabilidade e atividade da enzima varia
bastante dependendo da origem, temperatura, pH, meio e forma de cultivo, podendo
até formar isoformas distintas. Todavia, as lacases normalmente sao estaveis em pH
acido (3-6) e temperatura variando entre 40 e 70 °C. Ainda mais, ponto isoelétrico
dessa enzima é cerca de 4 (BERTRAND; MARTINEZ-MORALES; TREJO-
HERNANDEZ, 2013; RODRIGUEZ-COUTO, 2018).

Como ja foi citado, a acao catalitica dessas enzimas esta diretamente
relacionada ao potencial redox do cobre tipo 1. Entretanto, lacases, mesmo de alto
potencial, ndo conseguem catalisar a oxidagao de diversos substratos em razao do
impedimento estérico. Contudo, com a ajuda de mediadores, isso € possivel
(CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014).

Em razdo do tamanho pequeno, os mediadores conseguem atuar como
transportadores de elétrons entre a enzima e o substrato superando, assim, o efeito
estérico que impede que o substrato entre no sitio ativo da enzima. Esse efeito faz
com que ocorra a diminuicdo da reatividade das lacases a medida que aumenta a
massa molar substrato, mas com a aplicacdo de mediadores adequados o efeito
estérico pode ser superado (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014).

As reagdes em um sistema com mediadores ocorrem da seguinte maneira:
na etapa inicial os mediadores sdo oxidados pela enzima a compostos instaveis com
alto potencial redox. Estes conseguem atingir alvos internos de uma estrutura
complexa e, assim, oxidar esse substrato, simultaneamente com a redugao a sua
forma inicial e assim recomegar o ciclo, como mostra a Figura 4 (CHRISTOPHER;
YAO; JI, 2014).
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Figura 4 — Mecanismo de oxidagao pelo sistema lacase-mediador

0, < laccase mediatorgy substrate
HQO> laccase ) < medisior substrate

Fonte: Christopher et al. (2014).

3.3 Producgao de lacases

As lacases s&o produzidas por diversos organismos, entretanto os
basidiomicetos se destacam. Ademais, entre eles os géneros mais estudados sio os
Trametes, Pleurotus, Lentinula, Pycnoporus, Phanerochaete e Agaricus. Isso se da
em razao da maior facilidade de cultivo e com a vantagem de o extrato enzimatico
produzido ser excretado no meio de cultura sendo assim facilmente obtido
(BERTRAND; MARTINEZ-MORALES; TREJO-HERNANDEZ, 2013).

Assim, a producao de lacases fungicas normalmente séo realizadas de duas
formas distinta, por cultivo submerso ou no estado sélido/semissélido. O cultivo
submerso consiste em inocular o fungo em meio liquido contendo os nutrientes
necessarios para o seu crescimento em meio aerébico sob agitacdo (RODRIGUEZ
COUTO; TOCA HERRERA, 2006).

Enquanto isso, no cultivo em meio sélido ou semissolido utiliza-se substratos
como suporte/fonte de nutrientes para o crescimento do fungo. Essa forma de cultivo
€ considerada um dos melhores métodos para producdo de enzimas lignoliticas a
partir de fungos, uma vez que as condi¢gdes simulam seus habitats natural. Ainda
mais, por esse método € possivel a utilizacdo de residuos agroindustriais, o que
barateia a producdo e estimula a economia circular (BERTRAND; MARTINEZ-
MORALES; TREJO-HERNANDEZ, 2013; RODRIGUEZ-COUTO, 2018).

A Figura 5 mostra uma sugestao das etapas laboratoriais do cultivo para

obtencao do extrato enzimatico.
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Figura 5 — Etapas laboratoriais de cultivo para obtencao do extrato enzimatico
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micelial Inocular 3 plugs
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Fonte: Autoria prépria (2021).

3.4 Indutores de lacases

Para tornar viavel aplicagbes industriais € necessario grandes quantidades
de enzima a baixo custo. Assim, estratégias para aumentar a produtividade de
lacases sao essenciais. (SCHIMIDT, 2019).

Nos fungos basidiomicetos, as lacases extracelulares sdo produzidas em
pequenas quantidades, todavia sua producdo pode ser estimulada utilizando uma
grande variedade de substancias normalmente relacionadas ou derivadas da lignina
Esses compostos sdo chamados de indutores, uma vez que induzem a producéo da
enzima pelos fungos (GALHAUP et al., 2002; GALHAUP; HALTRICH, 2001).

Os indutores podem ser divididos em duas categorias, sintéticos (quimicos)
ou naturais. Os indutores sintéticos incluem substancias quimicas aromaticas e
fendlicas como 2,5-Xilidina, além de, ions metalicos tais quais Cu?*, Mn?* e Cd?*. Ja
os naturais incluem farelos de trigo, casca de arroz, cevada e compostos fendlicos
naturais como guaiacol e &cido ferilico (BERTRAND; MARTINEZ-MORALES;
TREJO-HERNANDEZ, 2013; ROSALES; RODRIGUEZ COUTO, 2005; STRONG;
CLAUS, 2011).

Muitos dos indutores quimicos apresentam alta toxicidade e alto custo
fazendo com que indutores naturais sejam uma alternativa. Isso porque, a industria
de processamento de alimentos gera grandes quantidade de residuos cuja
composicao € rica em acgucares, vitaminas, minerais e indutores. Esses, sao

facilmente assimilados por microrganismos. Isso os torna muito adequados como
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mateérias-primas para a producdo de metabdlitos secundarios de importancia
industrial. Desse modo, a producao enzimatica pode ser feita com o uso de residuos
agricolas atando como substrato e indutor para o crescimento do fungo (ROSALES;
RODRIGUEZ COUTO, 2005; SCHIMIDT, 2019).

Ainda mais, o Brasil € um dos maiores produtores agricolas do mundo, por
isso a utilizagdo de residuos industriais para o crescimento de microrganismos é
uma boa solugao tanto para a valorizagao dos residuos quanto para o barateamento
da produgao enzimatica (SCHIMIDT, 2019).
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4 METODOLOGIA

Um levantamento bibliografico na literatura cientifica foi realizado para
avaliar a utilizagdo de componentes do meio de cultivo para atuarem como indutores
de lacases fungicas. Para isso, foi escolhido como base de dados para pesquisa, 0
Google Académico e as palavras-chaves para busca em portugués “lacase” e
“‘indutores” ou “indutores naturais” ou “indutores sintéticos” e em inglés “laccase” e
“inducers” ou “natural inducers” ou “synthetic inducers”. Com o intuito de obter uma
visdo atual sobre o assunto foram selecionados os artigos cientificos (experimentais
e de revisdo) mais relevantes e publicados nos ultimos 5 anos.

Assim, as etapas para confecgado desse trabalho foram: (A) a escolha dos
artigos utilizando as palavras chaves pré-determinadas na base de dados Google
Académico; (B) selecao das informagdes mais relevantes nos artigos escolhidos; (C)

descricao e discussao das informacdes selecionadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos parametros delineados na metodologia foram selecionados 24
artigos dos quais 16 sao experimentais. Os artigos escolhidos apresentam
abordagens diferentes sobre o tema, o que possibilita uma compreensdo ampla
sobre o uso dos indutores na produgdo de lacases fungicas. Ainda mais, as
pesquisas foram realizadas em diversos paises entre eles Brasil, China, Espanha,
México, india, Ird, Polénia, Portugal e Tailandia. Essa ampla variedade de paises
que desenvolvem trabalhos sobre o assunto reflete sua relevancia. Ademais,
diversos fungos foram utilizados, entretanto os géneros Trametes, Pleurotus e
Pycnoporus se destacaram. Além disso, na maioria das pesquisas o cultivo foi
realizado por meio da fermentacédo submersa.

Para a discussdo sobre as principais aplicagdes das lacases foram
selecionados 17 artigos que apresentam diferentes utilidades dessas enzimas nos

variados setores das industrias.

5.1 ESTRATEGIA CONVENCIONAL DE PRODUGAO DE LACASES FUNGICAS

As lacases sao enzimas muito promissoras para aplicagdo industrial.
Entretanto, suas caracteristicas naturais ndo sdo compativeis com a produgdo em
larga escala. Assim, para viabilizar sua utilizagdo, faz-se necessario melhorar sua
produtividade, diversidade e propriedades bioquimicas (BERTRAND; MARTINEZ-
MORALES; TREJO-HERNANDEZ, 2017).

Para isso, diversas estratégias podem ser utilizadas, como engenharia
genética e modificagbes quimicas. Todavia, existe uma abordagem tradicional, a
qual consiste na busca de organismos produtores da enzima de interesse e em
seguida a otimizagdo da producédo (BERTRAND; MARTINEZ-MORALES; TREJO-
HERNANDEZ, 2017).

Essa abordagem segue alguns passos basicos. O primeiro consiste na
selegao do organismo que ira produzir a enzima, para isso ele devera ser isolado e
identificado. O segundo passo é a selegdo do meio e dos indutores em que o cultivo

sera realizado. A terceira etapa é o cultivo do organismo produtor para obtencéo da
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lacase. Para isso deve-se definir se o processo fermentativo sera realizado em
fermentacdo soélida ou submersa e verificar as condigdes adequadas (pH,
temperatura, humidade, nutrientes), o que muda de acordo com a fonte da enzima.
Por ultimo, sdo realizadas as analises fisico-quimicas tais quais a avaliagao da
atividade catalitica, rendimento e estabilidade enzimatica. A Figura 6 mostra essas
etapas (BERTRAND; MARTINEZ-MORALES; TREJO-HERNANDEZ, 2017).

Figura 6 — Ciclo basico no estudo de extratos enzimaticos de lacase

Selecdo do organismo
produtor Indugdo — | Producdo = Caracterizagdo enzimatica
A A AL A
r 2} r N s N r \
* Isolamento Interagdes biolégicas ~ * Alta atividade catalitica
Indutores —— + Altos rendimentos
+ |dentificagio (naturais ou sintéticos)
* Alta estabilidade
- Condigdes do ambiente | o
- :
/ - {pH tempecatin. nixriemes) « Diversidade de isoformas
v ' . Otimizacdo do meio /
! » (design experimental)

Fonte: Adaptado de Bertrand et al. (2013).

Esse método é pratico e eficiente na busca por organismos na natureza que
produzem grandes quantidades de lacases, além de ser uma forma simples e facil
de otimizar a produg¢do da enzima por meio da avaliagdo de componentes no meio

de cultivo que atuem como indutores dessa enzima.

5.2 FATORES QUE AFETAM A ATIVIDADE CATALITICA DAS LACASES

Variados estudos foram realizados sobre a indugado de lacases. A Tabela 1
mostra alguns dos resultados da utilizagao de indutores na producgao de lacases com

suas respectivas atividades maximas e tempo de cultivo.
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Tabela 1 — Espécie flngica, indutores, forma de producgao e atividade maxima de lacases em
diferentes bioprocessos

(continua)
Dias Atividade
Fungo Indutor Producéo de maxima Referéncia
cultivo (U/L)
Acido ferdlico (1 mM)
Ganoderma Cu®* (30 pM) RODRIGUES
lucidum Pinus taeda 1 (g/L) Submersa v 785 et al. (2019)
BIRHANLI;
‘Z ametes Cu2* (0,5 mM) Submersa 6 10250 YESILADA
(2017)
Cu?* (2 mM) Submersa 16 11661,57
Mn2* (2 mM) Submersa 1796,94
Cu?* (2 mM
Plourofus e ((2 :‘]M; Submersa 20  21966,67  ANetal
(2020)
ostreatus Cu2* (2 mM)
Fe?* (2 mM
M(:F* ((2 rr:M)) Submersa 17 14056,48
Flammulina Cu?* (2 mM) Submersa 7 2483,06 AN et al.
velutipes Cu?* (2 mM (2020)
P Ml:12+ ((2 rr:M)) Submersa 10 1300,93
Guaiacol (100 uM) Submersa 5 31,47
Xilidina (100 yM
ldina (100 UM) g pmersa 5 149987 DU etal
Parafgoma Cu?* (3 mM) (2018)
Alaran(Jzag(L’ijAe)_metlla Submersa 5 16,23
ggfﬂ,agage(smn?m? Submersa 5 1507,15
~ Estado
Pleurotus Algodéo (3 g) sélido 7 849.61 An et al.
ostreatus Sophora iapéni (2021)
ophora jap6nica Estado
(39) s6lido 9 412.80
Ganoderma = Estado An et al.
lingzhi Hlgaikn B e) solido £ 1809 (2021)
Pinus tabuliformis e
Cerrena Firmiana platanifolia Submersa 4 876,23 HAN et al.
unicolor (2021)
Cerrena
unicolor
e _ o 1373,12 HAN et al.
Schizophylium Firmiana platanifolia Submersa 6 (2021)
commune

Fonte: Autoria prépria (2021).
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Diversos fatores alteram a atividade catalitica do extrato de lacases fungicas,
entre esses, estdo: a propria espécie do fungo, a forma de cultivo, a composigédo do
meio (nutrientes, pH) e a presenca de indutores. Ademais, varias pesquisas mostram
essas relagdes, o estudo realizado por Rodrigues et al. (2019) é uma boa
exemplificacao.

Um planejamento experimental no design de Plackett-Burman foi realizado
por Rodrigues et al. (2019) a fim de avaliar a producdo de lacases pelo fungo
Ganoderma Iucidum por fermentacdo submersa na presenca de diferentes
componentes do meio de cultura, como fontes de carbono, nitrogénio e indutores de
lacases. Os autores avaliaram a influéncia das variaveis glicose, sacarose, extrato
de levedura, peptona, NaNOs, acido ferulico, CuSO4 e Pinus taeda na produgao
enzimatica.

Desse modo, Rodrigues et al. (2019), mediram as atividades enzimaticas
dos extratos obtidos ao longo de 8 dias alterando a concentragdo de cada variavel.
Com isso houve uma significativa variagdo da atividade enzimatica em relagédo a
composi¢cdo do meio e a quantidade de indutores adicionados a partir do 6° dia de
cultivo. Com esse design, foi obtido uma atividade maxima de 785 U-L'no sétimo
dia de cultivo. Ainda mais, pelo planejamento de Plackett-Burman os autores
concluiram que no extrato de Ganoderma lucidum um aumento na concentragédo de
acido ferulico tem um efeito negativo enquanto o Pinus taeda tem um efeito positivo
no resultado da atividade catalitica (RODRIGUES et al., 2019).

Mas, nao foi possivel compreender o efeito exclusivo de cada indutor. Entao,
para isso, os autores produziram extratos enzimaticos a partir de 100 mL de meio
GYP (20 g-L*' de glicose, 5 g-L"' de extrato de levedura, 5 g-L"' de peptona de
caseina e 1 g-L"' de MgS0O4-7H20) em frascos de 250 mL. Ademais, quantidades
especificas de indutores (acido ferulico 2 mM, Pinus taeda 0,1 g-L', CuSOs 5 uM e
lignina 0,05 g-L-') foram adicionados em cada meio. A partir do terceiro dia de
cultivo, houve um aumento significativo no valor da atividade enzimatica, nos
experimentos com indutores, em relacdo ao controle. A maior atividade foi
desenvolvida com a adigdo do acido ferulico, atingindo 50 U-L-! no sétimo dia cerca
de 2,5 vezes superior a auséncia de indutores (RODRIGUES et al., 2019).

Portanto, o uso de um planejamento experimental estatistico € muito util na

otimizacdo do processo, ja que a partir desse € possivel verificar quais sdo as
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concentragdes ideais de cada substancia no meio. Isso, € evidenciado pela atividade
maxima atingida pelo planejamento de Plackett-Burman ser cerca de 16 vezes maior
em comparagao com a encontrada na adicdao de 2 mM de acido ferulico no meio
contendo somente um indutor (RODRIGUES et al., 2019).

O mesmo estudo também contempla a avaliagdo da produgado da enzima em
fermentacdo em estado sélido. Para isso, foram preparados meios contendo 1 g de
serragem de Pinus taeda e 15 mL do meio GYP em erlenmeyers de 125 mL. Os
meios foram autoclavados e, posteriormente, dois discos de aproximadamente 5-mm
do micélio do fungo, armazenado em PDA, foram adicionados. Solugdes de acido
ferulico ou CuS0O4-5H20 com 1 mM e 30 pM, respectivamente, foram adicionadas
ap6s 48 h de incubagao. Apos o periodo de 8 dias o extrato foi obtido, filtrado e
submetido a reacdo com ABTS para avaliagao da atividade catalitica da enzima.

Os resultados obtidos foram, 16.63 + 7.23 U-g™' de atividade para o meio de
controle (sem indutores), 144.62 + 38.52 U-g' para a adigdo de 1mM de acido
fertlico e 149.89 + 9.98 U-g™' para a solugdo de CuSQO4-5H20 (RODRIGUES et al.,
2019).

Assim, a pesquisa de Rodrigues et al. (2019) colabora com a ideia de que os
indutores sao essenciais para otimizar a atividade catalitica das lacases.

Ademais, processos biotecnolégicos dependem do uso de grandes
quantidades de enzima a baixo custo. Assim, em busca de melhorar a eficiéncia na
producdo enzimatica, a selegao de indutores apropriados no meio de cultivo faz-se
necessaria. Isso porque, aplica-los no cultivo do fungo, normalmente, ja garante um
aumento na produtividade e na atividade enzimatica. Desse modo, o uso de
compostos para atuarem como indutores € uma forma simples e direta de otimizar a
obtencao de lacases (AN et al., 2018; BERTRAND; MARTINEZ-MORALES; TREJO-
HERNANDEZ, 2017).

Os fungos produtores de lacases podem formar varias isoformas, estas
foram detectadas em diferentes géneros como Trametes, Pleurotus e Pycnoporus.
Ainda mais, a expressao dessas isoformas sao multifatoriais e assim dependem da
fase de crescimento, idade da cultura, substratos usados, presencga de indutores e
processo fermentativo (AN et al., 2018; BERTRAND; MARTINEZ-MORALES;
TREJO-HERNANDEZ, 2017).
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A secrecao de lacase € uma das respostas biologica a presenga de
condi¢gdes adversas tais quais microrganismos, xenobibticos, metais e toxinas.
Desse modo, a aplicagcdo dessas substancias no meio pode induzir um aumento na
producdo enzimatica. Todavia, dependendo da composicao e da concentragio delas
no meio o efeito pode ser tanto sinérgico quanto antagénico. (DANA et al., 2017;
DEBNATH E SAHA, 2020; JANUSZ et al., 2020; SOUZA et al., 2020).

A aplicagao de indutores também se mostrou eficaz na redugao do tempo de
producdo das enzimas, o que € essencial para a da aplicagdo em larga escala
(SOUZA et al., 2020).

5.2.10 efeito da concentracdo dos indutores sintéticos no aumento da atividade

enzimatica

Nessa classificacdo, estdo presentes ions metalicos e compostos
aromaticos. Esses sao considerados indutores tanto por causa de estimular um
aumento na produgao de lacase, como pela capacidade de modificar o perfil das
isoenzimas formadas (BERTRAND; MARTINEZ-MORALES; TREJO-HERNANDEZ,
2017).

Os ions mais estudados sdo Ag*, Mn*?, Cd?*, Zn?*, sendo que o ion Cu?* tem
destaque por compor o sitio ativo da lacase. Ainda mais, ja foram reportados
aumentos de até 500 vezes na producido de lacases com a aplicacdo de ions
metdlicos (AN et al, 2020; BERTRAND; MARTINEZ-MORALES; TREJO-
HERNANDEZ, 2017).

Birhanli e Yesilada (2017) analisaram o efeito de diferentes concentragdes
de cobre na indugédo de lacases pelo fungo Trametes. Desse modo, enquanto as
concentragdes de 0,25-1 mM de cobre apresentaram efeito sinérgico em relagdo ao
controle, durante todos os dias de cultivo, a concentracdo 5 mM teve uma resposta
antagobnica. Nesse sentido, faz-se fundamental verificar a melhor concentragao dos
indutores para cada fungo.

Ainda mais, Birhanli e Yesilada (2017) estudaram a adi¢do conjunta de
varios indutores sintéticos. O melhor resultado obtido foi com a adi¢gdo conjunta de
0,5 mM de Cu** e 0,5 mM de 2,5-xilidna o qual obteve 33,61 U-mL",
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correspondendo a uma melhora de 3,28 vezes em relagcdo a atividade maxima
encontrada no primeiro experimento.

An et al. (2020) conduziram o primeiro estudo sobre mistura de ions
metalicos como indutores em fungos da podriddo branca. Foram discutidos os
efeitos dos ions cobre, ferro e manganés na estimulagdo da producédo da lacase
pelos fungos Pleurotus sp. e F. velutipes em fermentagcdo submersa. Esses ions
foram adicionados sozinhos ou combinados no meio basal e a concentracao final de
cada ion foi 2 mM. O resultado obtido mostrou que o P. ostreatus € um melhor
produtor de lacase em comparagédo com o F. velutipes, alcangando uma atividade
maxima de 24,8 vezes maior. Ademais, a adigdo conjunta de cobre e manganés no
P. ostreatus se mostrou eficaz na indugao de lacases adquirindo uma atividade de
1,88 vezes maior que o cobre sozinho. A adigdo dos indutores atrasou o pico de
atividade catalitica maxima em até 15 dias.

Santana et al. (2018) observaram um aumento na atividade de lacase de
76% em relagdo aos meios contendo somente cobre ou alcool veratrilico com a
adicéo de xilidina atingindo 75102 U-L-' e adiantando o pico de atividade do dia 24°
para o 15° dia de cultivo na produgao do fungo Lentinus crinitus.

Kandasamy et al. (2016) otimizaram a producao de lacases a partir do fungo
da podridao branca, Hexagonia hirta MSF2 recém isolado. O resultado revelou que a
adicao 500 uM de ions cobre (Il) induz a produgéo enzimatica a partir do 5° dia e
atinge uma atividade maxima de 1362 U.mI™! no 10 dia de cultivo. Isso corresponde
a cerca 160 vezes o valor do controle (8.33 U-mL""). Ainda mais, foram verificados a
adicdo conjunta de CuSO4 com indutores aromaticos. A 2,5 xilidina e o pirogalol se
destacaram com atividades maximas 5671 U-mL" e 4537 U-mL-", respectivamente.

Du et al. (2018) avaliaram o efeito de varios indutores aromaticos e corantes
sozinhos ou adicionadas com sulfato de cobre (3 mM) na producéo de lacase por
uma nova cepa de Paraphoma sp. Os autores constataram que a adicao de cobre
promoveu um aumento na atividade catalitica em todos os casos, atingindo valores
de mais de 100 vezes superiores.

Assim, os estudos anteriores demonstram o potencial que o estudo de
adicdo conjunta de indutores possui para a otimizagdo da producédo de lacases,

entretanto essa ela s6 comegou a ser melhor explorada recentemente.
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Yadav (2018) avaliou os efeitos de trés compostos aromaticos: resorcinol,
anisaldeido e xilidina como indutores de lacases no fungo Cyathus stercoreus. O
resorcinol (10 mM) foi o que apresentou melhores resultados com 226,7 U-mL" de
atividade no oitavo dia o que corresponde ao aumento de 1,27 vezes em relagao ao
controle.

Patel (2020) concluiu que etanol e catecol sdo indutores eficientes na
producdo de uma nova cepa fungica de Peyronellaca pinodella BL-3/4 do que o
controle, atingindo 88,0 U-mL-'e 71,0 U-mL-", respectivamente em 92 h de cultivo.

Corantes sintéticos também foram utilizados para induzir lacases. Foi
verificado um aumento de 722% na indugédo de lacases na cultura de Pycnoporus
sanguineus com a adi¢cao de acido carminico e 317% com adicdo de amarelo de
alizarina em relagdo ao controle. Além disso, esses corantes promoveram maior
desenvolvimento da biomassa fungica (HERNANDEZ et al., 2017).

Akpinar e Urek (2017) avaliaram o efeito e a concentracdo de cobre, ferro,
Tween 80, nitrato de ambnio e manganés na produgao de lacase a partir do fungo
Pleurotus eryngii cultivado em residuos de péssego. Os autores obtiveram como
melhor resultado uma atividade de 43761,33 + 3845 U-mL"" no 20° dia utilizando 5 g
de residuos de péssego 70 uM de Cu?*, 18 uM de Fe?*, 0,025% (v/v) de Tween 80,
4,0 g-mL-"de nitrato de aménio e 750 yM de Mn?*.

As pesquisas relatadas evidenciam a importancia da utlizagcdo de
compostos no meio de cultivo para atuarem como indutores. Isso se deve ao
significativo aumento da produtividade e do valor da atividade enzimatica induzida
por essas substancias além da diminuicdo do tempo de cultivo o que viabiliza a
aplicagao da enzima em escalas maiores.

Todavia, os indutores sintéticos sédo toxicos para os humanos e aumentam
significativamente o custo de produgédo tornando indutores naturais como uma
alternativa promissora (SCHIMIDT, 2019).

5.2.2 Vantagens de indutores naturais em relagdo aos sintéticos

Indutores naturais possuem vantagens em relagdo a indutores quimicos em
razao da possibilidade de se utilizar residuos agroindustriais. Estes possuem grande

valor energético e nutritivo, além de substancias indutoras de lacases como
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flavonoides e compostos fendlicos. Desse modo, eles podem atuar como suporte,
fonte de nutrientes e indutores naturais simultaneamente (BERTRAND; MARTINEZ-
MORALES; TREJO-HERNANDEZ, 2017; HERNANDEZ et al., 2017; WANG et al.,
2019).

A utilizagdo desse tipo de indutor € vantajosa pois diminui custos de
producdo enzimatica além de minimizar efeitos relacionados ao descarte incorreto
de residuos agroindustriais, que poluem o solo, a agua e o ar por modificarem suas
caracteristicas fisico-quimica (DEBNATH E SAHA, 2020; DO NASCIMENTO E
SILVA ALENCAR et al., 2020; RICARDINO et al., 2020).

Por esses motivos, diversos estudos foram realizados nos ultimos anos com
0 objetivo de incorporar os residuos agroindustriais no processo de produgao de
lacases fungicas.

Foi constatado, em diversos trabalhos, que a atividade de lacase é
influenciada pelas fontes de carbono e nitrogénio necessarias para criar condi¢des
nutricionais favoraveis para o cultivo e, assim, maximizar a producdo enzimatica
(MARTANI et al., 2017).

Nesse sentido, Almeida et al. (2018) testaram a produgéo de lacases a partir
do fungo Lentinus crinitus utilizando residuos agroindustriais. Como fonte de
carbono foram utilizados pé de café e pellets de citros e como fonte de nitrogénio:
ureia, extrato de levedura, sulfato de amoénio e nitrato de sédio. A ureia se mostrou
mais adequada para a produgdo atingindo atividade de 37280 U-mL-"! para o po de
café e 34107 U-L"' para os pellets de citros. Ainda mais, foi verificado que a
propor¢ao carbono/ nitrogénio pode influenciar na atividade das enzimas de formas
diferentes em cada meio. Além disso, a concentragado de nitrogénio utilizando ureia
(0,7 - 11,2 g-L") nao teve influéncia no cultivo com po de café, todavia, com os
pellets de citros a melhor concentragao foi 11,2 g-L-'. Por fim, o cultivo em pé de
café conseguiu antecipar o pico enzimatico em 4 dias em comparagdo com o outro
meio.

Schimidt (2019) utilizou separadamente sabugo de milho (Zea mays L.
Poaceae), fruto/semente de acai (Euterpe oleracea Mart. Arecaceae) e bagaco de
cana-de-agucar (Saccharum L. Poaceae) proveniente da agroindustria de Goias
para induzir a producéo de lacase na cepa de Pycnoporus sanguineus ATCC 4518.

Para isso, foram utilizados dois tipos de controle: um negativo (auséncia de residuos
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agroindustriais) e outro positivo (presenca de indutores sintético). Em relacdo ao
controle negativo, foi observado um aumento da atividade de todas as amostras com
destaque na de acgai a qual teve atividade de 850 U-mL-! superando até o controle
positivo (500 U-mL™").

An et al. (2018) testaram a indugao de diferentes cepas de Pleurotus
ostreatus a partir de lignina alcalina sozinha ou em conjunto com outras fontes de
carbono e nitrogénio como glicose e peptona. Cada cepa obteve resultado diversos
ao serem cultivados em meios semelhantes. Entretanto, em geral o meio contendo
somente lignina alcalina produziu os melhores resultados. Ja entre a adicdo conjunta
de lignina com peptona ou glicose, essa ultima se mostrou superior para melhorar a
atividade enzimatica.

An et al. (2021) avaliaram a atividade enzimatica de dois fungos: Pleurotus
ostreatus CY 568 e Ganoderma lingzhi Han 500 em meios contendo residuos
florestais e agricolas. O resultado mostrou que a atividades cataliticas das lacases
sao influenciadas pelo tipo de residuo adicionado. Com isso, o residuo de algodao
produziu as maiores atividade para os dois fungos.

Pinheiro et al. (2020) fizeram um estudo da produgado de lacases a partir do
fungo Trametes versicolor utilizando residuos agroindustriais em diferentes escalas.
O meio contendo residuos de vinhaga e algodao obtiveram os resultados mais
significativos. Ainda mais, uma adigdo de 0,1% de peptona no meio aumentou em
30% a produgdo em erlenmeyer alcangando 2063,1 U-L-'. Ademais, foi realizado um
teste utilizando o biorreator BioFlo 310 contendo 3,3 L de carga. Assim, foi obtido
uma producdo de lacase de 5005,55 U-L'" no 12° dia. Desse modo, o trabalho
mostra a possibilidade de aumento de escala na produgdo enzimatica utilizando
residuos agroindustrias.

O cultivo utilizando residuos agroindustriais em conjunto com indutores
sintéticos também é uma opcéao para diminuir o custo de produg¢ao e ainda melhorar
a produtividade de lacase.

Isanapong et al. (2017) concluiram que ao se adicionar 10 mM de alcool
benzilico no cultivo de lacase a partir do fungo Pleurotus ostreatus em feijao mungo
pode-se aumentar a producado da enzima em 58,8%.

Outro estudo interessante foi realizado por Souza et al. (2020). Nele os

fungos Agaricus subrufescens U7-1 e U7-3 foram cultivados a partir de subprodutos
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agroindustriais. Foi observado que a produgdo foi otimizada com menores
quantidades de ureia e que o meio contendo melago de cana-de-agucar produziu 0s
melhores resultados antecipando os picos em 5 dias para a cepa U7-1 e 15 dias
para a U7-3. Ainda mais, a adi¢cdo de outros compostos quimicos ao meio de cultivo
promoveu um crescimento da atividade enzimatica. A vanilina se destacou nas duas
cepas alcancando uma atividade maxima de lacase de 44380 U-L" e antecipando o
pico em 15 dias para a U7-1 o que causou um salto na produtividade do micélio. Ja
a cepa U7-3 atrasou o pico de atividade, entretanto produziu uma atividade
equivalente a maxima do meio sem indutor (40250 U-L') no 10° dia e assim
adiantou esse valor em 10 dias o que correspondeu a um aumento de 100% na
produtividade.

Dessa forma, por mais que ainda ndo seja bem compreendida a forma de
atuacao dos indutores esses exemplos mostram a importancia deles no momento da
produgcdo enzimatica. Isso em razdo de sua aplicagdo acarretar um salto na
produtividade e na atividade catalitica das lacases. Assim, os residuos
agroindustriais atuando como indutores ajudam na otimizacdo da produgdo e
barateiam o custo. Todavia, foi observado que a aplicacédo conjunta de indutores
naturais e sintéticos € uma forma mais promissora para melhorar o desempenho

sem elevar muito o preco de producao.
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5.3 Principais aplicagoes das lacases

A lacase é uma enzima versatil que necessita somente de oxigénio para
ativacado de sua acgao catalitica. Por esse motivo, foi altamente estudada em busca
de aplicagdes biotecnolégicas. Algumas areas de atuagdo dessa enzima estao

retratadas na Figura 7.

Figura 7 — Aplicag6es industriais de lacase.
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Fonte: Adaptado de Debnath e Saha (2020).

A capacidade das lacases em polimerizar moléculas torna-as adequadas
para aplicagbes em processos na industria alimenticia que modificam as
caracteristicas fisico-quimica dos alimentos e bebidas. Assim, elas podem ser
utilizadas no realce da coloracdo e do sabor de cha, na eliminagcdo da turbidez de
sucos, vinhos e cervejas por eliminar compostos fendlicos indesejados. Ainda mais,
a enzima pode ser empregada na panificacdo, tratamento de aguas residuais de
moinhos de azeite e na determinagédo de algumas substéncias como acido ascorbico
(DANA et al. 2017; RODRIGUEZ-COUTO 2018).

A habilidade de degradar compostos aromaticos tais quais corantes faz com
que as lacases sejam apropriadas para o tratamento de efluentes nas industrias
téxteis. Além disso, a enzima pode ser utilizada na descoloracdo de tecidos e
também na sintese de alguns corantes (DANA et al., 2017; RODRIGUEZ-COUTO,
2018).
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Diversas outras aplicagdes foram relatadas na literatura, entre essas em

combustiveis, sensores, cosmeéticos. A Tabela 2 mostra alguns dos estudos mais

recentes sobre o potencial biotecnoldgico dessa enzima.

Tabela 2 — Aplicagdes biotecnolégicas de lacases

Espécie fungica

Aplicagao

Referéncia

Trametes versicolor
Pleurotus Ostreatus

Fusarium equiseti

Ganoderma sp.

Trametes sp. SYBC-L4

Myceliophthora thermophila
Trametes versicolor

Trametes versicolor

Pleurotus ostreatus

Trametes versicolor e
Pleurotus ostreatus

Trametes versicolor
Cerrena unicolor

Myceliophthora thermophila

Clarificagdo de suco de maca

Sintese de nanoparticula de ouro

Bio-branqueamento de jornal

Descoloragao dos corantes
indigo, indigo carmim e
trifenilmetano corante verde
metilico

Descoloragao dos corantes
vermelho do Congo, azul de
anilina e indigo carmim

Sintese de corante
Biosensor para Tartrazina
Sensor para catecol
Sensor para tirosina
Degradacgao de pesticidas

Degradacgéao de Bisfenol A
Degradacéo de tetraciclina

Eliminacdo de morfina em
efluentes industriais

WANG et al. (2020)
EL-BATAL et al. (2015)
NATHAN et al. (2018)

LU et al. (2016)

Ll et al. (2014)

VICENTE et al. (2016)

MAZLAN; LEE; HANIFAH
(2017)

PALANISAMY et al. (2017)
BATTISTA et al. (2016)

KARAS et al. (2011)
ZDARTA et al. (2018)
YANG et al. (2017)

HUBER et al. (2018)

Fonte: Autoria propria (2021)

Outro uso importante das lacases € nas industrias de papel e celulose. Isso
se deve a capacidade de deslignificagdo o que a torna apropriada para o processo
de branqueamento do papel. Ainda mais, a utilizagdo da enzima pode melhorar as
propriedades mecanica do papel (DANA et al. 2017; DEBNATH; SAHA 2020).

A contaminagdo do solo, da agua e do ar sdao os maiores problemas
ambientais a ser enfrentados. Isso devido a extensa utilizacdo de compostos
quimicos industriais, herbicidas, pesticidas etc. Todavia, em razdo de suas ag¢des
cataliticas, as

lacases podem degradar uma variedade de xenobidticos,

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), compostos fendlicos, antibidticos,
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entre outros. Desse modo, essa enzima tem potencial na biorremediacdo e
tratamento de efluentes industriais e hospitalares (DANA et al. 2017, DEBNATH,;
SAHA 2020; VISWANATH et al. 2014).
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6 CONCLUSAO

Foi constatada a influéncia de diversos fatores na producdo de lacases
fungicas. Os principais tratados foram a composi¢cédo do meio, presenga de indutores
e espécie fungica. Todavia, existe uma abordagem sistematica para a produgao de
lacases.

Os indutores mostraram-se eficientes na melhora da produtividade e da
atividade catalitica das lacases de forma que tornam viaveis o estudo da producéao
em escalas maiores. Entretanto, notou-se que nao existe um indutor padrao para os
fungos e, portanto, é preciso fazer uma otimizagdo do tipo e concentragédo de
indutores para cada cepa fungica.

Os indutores naturais apresentaram-se adequados para reduzirem os custos
do cultivo e substituirem parcialmente os indutores sintéticos, por serem baratos,
abundantes e simularem o habitat dos fungos, o que permite ampliar suas
aplicagdes para fonte de nutrientes e suporte.

Os estudos sobre utilizacdo da enzima lacase em variados processos
mostram seu potencial biotecnolégico e atuam como uma boa justificativa para dar-
se continuidade as pesquisas sobre a enzima a fim de obter-se uma maneira de

aplica-la em larga escala.
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	Essa abordagem segue alguns passos básicos. O primeiro consiste na seleção do organismo que irá produzir a enzima, para isso ele deverá ser isolado e identificado. O segundo passo é a seleção do meio e dos indutores em que o cultivo será realizado. A...
	Esse método é prático e eficiente na busca por organismos na natureza que produzem grandes quantidades de lacases, além de ser uma forma simples e fácil de otimizar a produção da enzima por meio da avaliação de componentes no meio de cultivo que atuem...
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	Mas, não foi possível compreender o efeito exclusivo de cada indutor. Então, para isso, os autores produziram extratos enzimáticos a partir de 100 mL de meio GYP (20 g L-1 de glicose, 5 g L-1 de extrato de levedura, 5 g L-1 de peptona de caseína e 1 g...
	Portanto, o uso de um planejamento experimental estatístico é muito útil na otimização do processo, já que a partir desse é possível verificar quais são as concentrações ideais de cada substância no meio. Isso, é evidenciado pela atividade máxima at...
	Portanto, o uso de um planejamento experimental estatístico é muito útil na otimização do processo, já que a partir desse é possível verificar quais são as concentrações ideais de cada substância no meio. Isso, é evidenciado pela atividade máxima at...
	O mesmo estudo também contempla a avaliação da produção da enzima em fermentação em estado sólido. Para isso, foram preparados meios contendo 1 g de serragem de Pinus taeda e 15 mL do meio GYP em erlenmeyers de 125 mL. Os meios foram autoclavados e, p...
	Os resultados obtidos foram, 16.63 ± 7.23 U g-1 de atividade para o meio de controle (sem indutores), 144.62 ± 38.52 U g-1 para a adição de 1mM de ácido ferúlico e 149.89 ± 9.98 U g-1 para a solução de CuSO4 5H2O (RODRIGUES et al., 2019).
	Assim, a pesquisa de Rodrigues et al. (2019) colabora com a ideia de que os indutores são essenciais para otimizar a atividade catalítica das lacases.
	Ademais, processos biotecnológicos dependem do uso de grandes quantidades de enzima a baixo custo. Assim, em busca de melhorar a eficiência na produção enzimática, a seleção de indutores apropriados no meio de cultivo faz-se necessária. Isso porque, a...
	Os fungos produtores de lacases podem formar várias isoformas, estas foram detectadas em diferentes gêneros como Trametes, Pleurotus e Pycnoporus. Ainda mais, a expressão dessas isoformas são multifatoriais e assim dependem da fase de crescimento, ida...
	A secreção de lacase é uma das respostas biológica à presença de condições adversas tais quais microrganismos, xenobióticos, metais e toxinas. Desse modo, a aplicação dessas substâncias no meio pode induzir um aumento na produção enzimática. Todavia, ...
	A aplicação de indutores também se mostrou eficaz na redução do tempo de produção das enzimas, o que é essencial para a da aplicação em larga escala (SOUZA et al., 2020).
	5.2.1 O efeito da concentração dos indutores sintéticos no aumento da atividade enzimática
	Nessa classificação, estão presentes íons metálicos e compostos aromáticos. Esses são considerados indutores tanto por causa de estimular um aumento na produção de lacase, como pela capacidade de modificar o perfil das isoenzimas formadas (BERTRAND; M...
	Os íons mais estudados são Ag+, Mn+2, Cd2+, Zn2+, sendo que o íon Cu2+ tem destaque por compor o sítio ativo da lacase. Ainda mais, já foram reportados aumentos de até 500 vezes na produção de lacases com a aplicação de íons metálicos  (AN et al., 202...
	Birhanli e Yesilada (2017) analisaram o efeito de diferentes concentrações de cobre na indução de lacases pelo fungo Trametes. Desse modo, enquanto as concentrações de 0,25-1 mM de cobre apresentaram efeito sinérgico em relação ao controle, durante to...
	Ainda mais, Birhanli e Yesilada (2017) estudaram a adição conjunta de vários indutores sintéticos. O melhor resultado obtido foi com a adição conjunta de 0,5 mM de Cu2+ e 0,5 mM de 2,5-xilidina o qual obteve 33,61 U mL-1, correspondendo a uma melhora ...
	An et al. (2020) conduziram o primeiro estudo sobre mistura de íons metálicos como indutores em fungos da podridão branca. Foram discutidos os efeitos dos íons cobre, ferro e manganês na estimulação da produção da lacase pelos fungos Pleurotus sp. e F...
	Santana et al. (2018)  observaram um aumento na atividade de lacase de 76% em relação aos meios contendo somente cobre ou álcool veratrílico com a adição de xilidina atingindo 75102 U L-1 e adiantando o pico de atividade do dia 24o para o 15o dia de c...
	Kandasamy et al. (2016) otimizaram a produção de lacases a partir do fungo da podridão branca, Hexagonia hirta MSF2 recém isolado. O resultado revelou que a adição 500 μM de íons cobre (II) induz a produção enzimática a partir do 5o dia e atinge uma a...
	Du et al. (2018) avaliaram o efeito de vários indutores aromáticos e corantes sozinhos ou adicionadas com sulfato de cobre (3 mM) na produção de lacase por uma nova cepa de Paraphoma sp. Os autores constataram que a adição de cobre promoveu um aumento...
	Assim, os estudos anteriores demonstram o potencial que o estudo de adição conjunta de indutores possui para a otimização da produção de lacases, entretanto essa ela só começou a ser melhor explorada recentemente.
	Yadav (2018) avaliou os efeitos de três compostos aromáticos: resorcinol, anisaldeído e xilidina como indutores de lacases no fungo Cyathus stercoreus. O resorcinol (10 mM) foi o que apresentou melhores resultados com 226,7 U mL-1 de atividade no oita...
	Patel (2020) concluiu que etanol e catecol são indutores eficientes na produção de uma nova cepa fúngica de Peyronellaea pinodella BL-3/4 do que o controle, atingindo 88,0 U mL-1 e 71,0 U mL-1, respectivamente em 92 h de cultivo.
	Corantes sintéticos também foram utilizados para induzir lacases. Foi verificado um aumento de 722% na indução de lacases na cultura de Pycnoporus sanguineus com a adição de ácido carmínico e 317% com adição de amarelo de alizarina em relação ao contr...
	Akpinar e Urek (2017) avaliaram o efeito e a concentração de cobre, ferro, Tween 80, nitrato de amônio e manganês na produção de lacase a partir do fungo Pleurotus eryngii cultivado em resíduos de pêssego. Os autores obtiveram como melhor resultado um...
	As pesquisas relatadas evidenciam a importância da utilização de compostos no meio de cultivo para atuarem como indutores. Isso se deve ao significativo aumento da produtividade e do valor da atividade enzimática induzida por essas substâncias além da...
	Todavia, os indutores sintéticos são tóxicos para os humanos e aumentam significativamente o custo de produção tornando indutores naturais como uma alternativa promissora (SCHIMIDT, 2019).

	5.2.2  Vantagens de indutores naturais em relação aos sintéticos
	Indutores naturais possuem vantagens em relação a indutores químicos em razão da possibilidade de se utilizar resíduos agroindustriais. Estes possuem grande valor energético e nutritivo, além de substâncias indutoras de lacases como flavonoides e comp...
	A utilização desse tipo de indutor é vantajosa pois diminui custos de produção enzimática além de minimizar efeitos relacionados ao descarte incorreto de resíduos agroindustriais, que poluem o solo, a água e o ar por modificarem suas características f...
	Por esses motivos, diversos estudos foram realizados nos últimos anos com o objetivo de incorporar os resíduos agroindustriais no processo de produção de lacases fúngicas.
	Foi constatado, em diversos trabalhos, que a atividade de lacase é influenciada pelas fontes de carbono e nitrogênio necessárias para criar condições nutricionais favoráveis para o cultivo e, assim, maximizar a produção enzimática  (MARTANI et al., 20...
	Nesse sentido, Almeida et al. (2018) testaram a produção de lacases a partir do fungo Lentinus crinitus utilizando resíduos agroindustriais. Como fonte de carbono foram utilizados pó de café e pellets de citros e como fonte de nitrogênio: ureia, extra...
	Schimidt (2019) utilizou separadamente sabugo de milho (Zea mays L. Poaceae), fruto/semente de açaí (Euterpe oleracea Mart. Arecaceae) e bagaço de cana-de-açúcar (Saccharum L. Poaceae) proveniente da agroindústria de Goiás para induzir a produção...
	An et al. (2018) testaram a indução de diferentes cepas de Pleurotus ostreatus a partir de lignina alcalina sozinha ou em conjunto com outras fontes de carbono e nitrogênio como glicose e peptona. Cada cepa obteve resultado diversos ao serem cultivado...
	An et al. (2021) avaliaram a atividade enzimática de dois fungos: Pleurotus ostreatus CY 568 e Ganoderma lingzhi Han 500 em meios contendo resíduos florestais e agrícolas. O resultado mostrou que a atividades catalíticas das lacases são influenciadas ...
	Pinheiro et al. (2020) fizeram um estudo da produção de lacases a partir do fungo Trametes versicolor utilizando resíduos agroindustriais em diferentes escalas. O meio contendo resíduos de vinhaça e algodão obtiveram os resultados mais significativos....
	O cultivo utilizando resíduos agroindustriais em conjunto com indutores sintéticos também é uma opção para diminuir o custo de produção e ainda melhorar a produtividade de lacase.
	Isanapong et al. (2017) concluiram que ao se adicionar 10 mM de álcool benzílico no cultivo de lacase a partir do fungo Pleurotus ostreatus em feijão mungo pode-se aumentar a produção da enzima em 58,8%.
	Outro estudo interessante foi realizado por Souza et al. (2020). Nele os fungos Agaricus subrufescens U7-1 e U7-3 foram cultivados a partir de subprodutos agroindustriais. Foi observado que a produção foi otimizada com menores quantidades de ureia e q...
	Dessa forma, por mais que ainda não seja bem compreendida a forma de atuação dos indutores esses exemplos mostram a importância deles no momento da produção enzimática. Isso em razão de sua aplicação acarretar um salto na produtividade e na atividade ...


	5.3 Principais aplicações das lacases
	A lacase é uma enzima versátil que necessita somente de oxigênio para ativação de sua ação catalítica. Por esse motivo, foi altamente estudada em busca de aplicações biotecnológicas. Algumas áreas de atuação dessa enzima estão retratadas na Figura 7.
	A capacidade das lacases em polimerizar moléculas torna-as adequadas para aplicações em processos na indústria alimentícia que modificam as características físico-química dos alimentos e bebidas. Assim, elas podem ser utilizadas no realce da coloração...
	A habilidade de degradar compostos aromáticos tais quais corantes faz com que as lacases sejam apropriadas para o tratamento de efluentes nas indústrias têxteis. Além disso, a enzima pode ser utilizada na descoloração de tecidos e também na síntese de...
	Diversas outras aplicações foram relatadas na literatura, entre essas em combustíveis, sensores, cosméticos. A Tabela 2 mostra alguns dos estudos mais recentes sobre o potencial biotecnológico dessa enzima.
	Outro uso importante das lacases é nas indústrias de papel e celulose. Isso se deve a capacidade de deslignificação o que a torna apropriada para o processo de branqueamento do papel. Ainda mais, a utilização da enzima pode melhorar as propriedades me...
	A contaminação do solo, da água e do ar são os maiores problemas ambientais a ser enfrentados. Isso devido à extensa utilização de compostos químicos industriais, herbicidas, pesticidas etc. Todavia, em razão de suas ações catalíticas, as lacases pode...


	6  CONCLUSÃO
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