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RESUMO: Cascas de café sdo fonte de carboidratos e nutrientes que podem ser bioconvertidos em produtos de interesse
como enzimas. Lacases sdo cobre polifenol oxidases que oxidam compostos fenélicos, enquanto reduzem oxigénio molecular
a 4gua e; sua baixa especificidade a substratos permite sua aplicagdo em varias areas como industria t€xtil, de alimentos e
biorremediac¢do. Os objetivos desse trabalho foram avaliar a capacidade de producdo de lacase de trés linhagens de fungos
basidiomicetos (Lentinula edodes U6/1, Pleurotus ostreatus U6/9 e Pleurotus florida U6/10) por fermentacdo submersa com
cascas de café e avaliar o uso de cobre como indutor dessa enzima. A casca de café mostrou ser um bom substrato para pro-
ducdo de lacases e das trés linhagens testadas Pleurotus ostreatus (U6/9) foi a mais produtiva (22,5 U mL™"). A melhor fonte
de nitrogénio para produg¢do de lacases de Pleurotus ostreatus (U6/9) foi o extrato de levedura na concentragdo de 9 g/L (20
UmL™"). A adi¢do de 150 uM de CuSO, resultou na indugio significativa na produgéo de lacases nessa linhagem (21 U mL")
no 12° dia de cultivo.

PALAVRAS-CHAVE: Inducio de lacase; Lentinula edodes; Pleurotus ostreatus; Pleurotus florida.

LACCASE PRODUCTION FROM BASIDIOMYCETES BY SUBMERGED FERMENTATION WITH COFFEE
HUSKS

ABSTRACT: Coffee husks are a source of carbohydrates and nutrients that may be bioconverted into products of interest,
such as enzymes. Laccases are copper polyphenol oxidases that oxidize phenolic compounds while reducing molecular oxy-
gen to water. Laccase’s low specificity to substrates allows its application in several areas such as textiles, food processing
and bioremediation industries. The aims of this study were to evaluate the potential to produce laccase from three strains of
basidiomycetous fungi (Lentinula edodes U6/1, Pleurotus ostreatus U6/9, and Pleurotus florida U6/10) by submerged fer-
mentation with coffee husks, and to evaluate the use of copper as an inducer of the enzyme. Coffee husk proved to be a good
substrate for laccase production, with Pleurotus ostreatus (U6/9) being the most productive strain (22.5 U mL™"). The best
source of nitrogen for laccase production of Pleurotus ostreatus (U6/9) was yeast extract 9 g/L (20 U mL""). The addition of
CuSO, (150 uM) resulted in significant induction of laccase (21 U mL™") on the 12 day of cultivation.

KEYWORDS: Laccase induction; Lentinula edodes; Pleurotus ostreatus; Pleurotus florida.

PRODUCCION DE LACASE DE HONGOS BASIDIOMICETOS POR FERMENTACION SUMERGIDA CON
CASCARAS DE CAFE

RESUMEN: Céscaras de café son fuente de carbohidratos y nutrientes que pueden ser bioconvertidos en productos de inte-
rés, tales como enzimas. Lacases son cobre polifenol oxidasas que oxidan compuestos fendlicos, mientras reducen el oxigeno
molecular a el agua y; su baja especificidad a sustratos permite su aplicacion en diversas areas, como la industria textil, de
alimentos y de biorremediacion. Los objetivos de este estudio fueron evaluar la capacidad de produccion de lacase de tres
linajes de hongos basidiomicetos (Lentinula edodes U6/1, Pleurotus ostreatus U6/9 'y Pleurotus florida U6/10) por fermenta-
cion sumergida con céscaras de café, y evaluar el uso del cobre como inductor de esta enzima. La cascara de café resulto ser
un buen sustrato para la produccion de lacases y, de las tres linajes probadas, Pleurotus ostreatus (U6/9) fue la mas productiva
(22,5 U mL-1). La mejor fuente de nitrégeno para la produccion de lacases de Pleurotus ostreatus (U6/9) fue el extracto de
levadura a una concentracién de 9 g L' (20 U mL™"). La adicion de 150 uM de CuSO, result6 en la induccion significativa de

'Académico de FarmAcia, Bolsista de Iniciagdo Cientifica, Laboratorio de Biologia Molecular, Universidade Paranaense, Praga Mascarenhas de Moraes,
4282, CP 224, 87502-210, Umuarama, PR.

*Mestrandos em Biotecnologia Aplicada a Agricultura, Instituto de Ciéncias Exatas, Agrarias, Tecnologicas e Geociéncias - Universidade Paranaense.
3Docente do Programa de Mestrado em Biotecnologia Aplicada a Agricultura, Laboratério de Biologia Molecular Universidade Paranaense, Praga
Mascarenhas de Moraes, 4282, CP 224, 87502-210, Umuarama, PR.

* Autor para correspondéncia: jsvalle@unipar.br

Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 15, n. 2, supl. 1, p. 191-196, jul./dez. 2012



192 Produgio de lacase de fungos...

SILVA et al.

la produccion de lacases en esa linaje (21 U mL™"), en el 12° dia de cultivo.
PALABRAS CLAVE: Induccion de lacase; Lentinula edodes; Pleurotus ostreatus; Pleurotus florida.

Introducao

Micro-organismos tém papel ecologico fundamen-
tal contribuindo para a estabilidade de diferentes ecossiste-
mas, além de representarem importante fonte de recursos
genéticos com grande potencial biotecnoldgico como na pro-
dugdo de antibiodticos, enzimas e substancias biologicamente
ativas (KIRK et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006).

A degradagdo da biomassa vegetal lignoceluldsica
esta relacionada com a manutengdo do ciclo do carbono em
ecossistemas terrestres. A lignina ¢ um heteropolimero aro-
matico de alto peso molecular que confere rigidez aos tecidos
vegetais e ndo possui ligagdes hidrolisaveis o que a torna um
componente vegetal recalcitrante (CUNHA; BIANCHINI,
1998). A degradagdo da lignina ocorre pela agcdo concomi-
tante de diferentes enzimas ligninoliticas, dentre as quais
se pode destacar as enzimas extracelulares lignina peroxi-
dase (ligninase, LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase
(MARTINEZ et al., 2005).

Fungos basidiomicetos usam a celulose e a hemice-
lulose como substrato para seu crescimento ¢; a degradagdo
da lignina ocorre durante o metabolismo secundario, quando
ha escassez de nutrientes ou situagdes de estresse. O ataque
do fungo a lignina é um processo aerdbio oxidativo e acon-
tece em grupos fendis, alifaticos e metdxidos tendo como re-
sultado a despolimerizagdo da lignina (KARP, 2012).

Lacases (EC 1.10.3.2) sdo polifenol oxidases en-
contradas em plantas, insetos, bactérias e fungos, em espe-
cial, nos fungos da podridao branca da madeira (GARCIA,
2006). As lacases fungicas sdo glicoproteinas de 520-550
aminoacidos que contém quatro ions cobre (Cu) dispostos
em trés sitios de ligagdo. Cada ion desempenha um papel im-
portante na reagao catalitica que ocorre pela oxidagdo de um
substrato fenolico, enquanto oxigénio molecular é reduzido a
agua (LEITNER et al., 2002). A lacase apresenta baixa espe-
cificidade por substratos, permitindo sua atuagdo sobre uma
grande variedade de compostos o que a torna uma enzima
versatil e com potencial para ser utilizada em varias aplica-
¢Oes biotecnologicas industriais. Podem ser empregadas em
processos da industria de papel e celulose, téxtil, cosmética,
na detoxificacdo de esgoto, em sintese inorgénica, degrada-
¢do de xenobidticos e biorremediagdo, produgdo de aglome-
rados de madeira sem agregantes toxicos e producao de de-
tergentes (COUTO; TOCA-HERRERA, 2007).

Reduzir custos de produgdo ¢ uma forma de ampliar
o uso de enzimas em processos industriais. A otimizac¢do da
fermentacdo e do processo de produgdo ¢ alvo de extensa
pesquisa e, nesse sentido, o uso de residuos agroindustriais
como substratos alternativos em processos fermentativos
vem sendo estudado por diversos pesquisadores (BONFA et
al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007). Tais processos permitem
agregar valor aos residuos, diminuem os custos de produgao,
além de removerem do ambiente material potencialmente
poluente (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). A biotrans-
formagdo de residuos agroindustriais por fungos ¢ uma al-
ternativa biotecnologica para obtengdo potencial de produtos
com alto valor agregado e subprodutos de interesse econdmi-
CO cOmo as enzimas.

O café ¢ uma das commodities agricolas mais im-
portantes no mundo e Coffea arabica e Coffea robusta sao as
principais variedades do género cultivadas para a produgdo
comercial (PANDEY et al., 2000). O Brasil cultivou na safra
2010/2011 mais de 2 milhdes de hectares de café, com pro-
dutividade superior a 23 sacas por hectare, gerando 48 mi-
lhdes de sacas beneficiadas (CONAB, 2011). Cascas de café
sdo um residuo produzido ap6s o beneficiamento do café por
secagem; e contém grande quantidade de nutrientes, cafeina,
taninos e polifendis (PANDEY et al., 2000). Esse material
tem se mostrado vidvel para a aplicagdo em bioprocessos e
para a producdo de uma série de produtos como enzimas,
compostos de aroma, cogumelos, processos que agregam
grande valor a esse residuo (PANDEY et al., 2000).

Lentinula edodes, conhecido como Shiitake, é um
cogumelo comestivel rico em nutrientes e com caracteristi-
cas farmacoterapéuticas (MIYAJI; COLUS, 2001). O consu-
mo e a producdo desse cogumelo vém crescendo nos ultimos
anos alcangando alto valor no mercado internacional sendo a
China seu maior produtor mundial e o Brasil entre os paises
latino-americanos (GAITAN-HERNANDEZL et al., 2011).
Cogumelos do género Pleurotus apresentam alta rusticidade
e capacidade de adaptacdo a uma grande variedade de meios
de crescimento, possuem muitas espécies comestiveis como
Pleurotus ostreatus, P. eryngiie P. sajor-caju, sendo ricos em
proteinas, vitaminas, minerais e carboidratos e também co-
nhecidas atividades bioldgicas (SALVI, 2011).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade
de producio de lacase de trés linhagens de fungos basidiomi-
cetos por fermentacao submersa com cascas de café.

Materiais e Métodos
Micro-organismos e producio de inéculo

Foram selecionadas trés linhagens de fungos da po-
driddo branca da madeira pertencentes a colegdo de cultu-
ras do Laboratdrio de Biologia Molecular da Universidade
Paranaense (UNIPAR): Lentinula edodes (U6/1), Pleurotus
ostreatus (U6/9) e Pleurotus florida (U6/10).

As linhagens foram mantidas em meio agar extrato
de malte 1% (m/v) a 25 °C e posteriormente transferidas para
meio agar extrato de malte 2% (m/v) a 28 °C para recupera-
¢do do vigor micelial e produgdo de indculo. Trés discos de
meio s6lido com 6 mm de didmetro contendo micélio foram
utilizados para inocular os meios de produgdo de lacase.

Efeito da fonte de nitrogénio na producio de lacase

Para avaliar a influéncia do nitrogénio (N) na pro-
ducdo de lacase foram testadas cinco diferentes fontes de N
sendo trés proteicas [ureia (UR), peptona (P) e extrato de le-
vedura (YE)] e duas aproteicas [sulfato de amdnio (SA) e
nitrato de sodio (NS)].

O cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer (250
mL), contendo 100 mL de meio de cultivo estéril composto
por (g L") KH,PO, (1,5), KCI (0,5), MgSO,(H,0), (1,023),
FeSO,(H,0), (0,008), ZnSO,(H,0), (0,017) e 50 de cascas de
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café (granulometria > 2 mm) como tUnica fonte de carbono.
As cascas de café foram gentilmente cedidas pelo senhor Pe-
dro F. de Oliveira (Agricultor da regido de Umuarama-PR).

Como controle utilizou-se o meio sem adig@o de ni-
trogénio. Os experimentos foram conduzidos em duplicata e
mantidos por 15 dias a 28 °C em condigao estatica. A ativida-
de de lacase foi determinada a cada trés dias e os resultados
foram avaliados empregando-se a analise de variancia e as
diferengas significativas entre as médias (p < 0,05) determi-
nadas pelo teste de Tukey, com auxilio do software Assistat
(SILVA; AZEVEDO, 2009).

Efeito da concentraciio de nitrogénio e da adi¢ao de cobre
na producio de lacase

Com base nos resultados da etapa anterior foi reali-
zado um estudo da influéncia de diferentes concentragdes de
extrato de levedura (YE) sobre a produgdo de lacase. Ana-
lisou-se também a influéncia da adi¢do de cobre (CUSO,)
sobre a producdo da enzima. Ambos os estudos foram rea-
lizados com a linhagem mais produtiva Pleurotus ostreatus
(U6/9).

O cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer (250
mL) contendo 100 mL de meio composto por (g L'): KH-
,PO, (1,5), KCI (0,5), MgSO,(H,0), (1,023), FeSO,(H,0),
(0,008), ZnSO,(H,0), (0,017) e 50 de cascas de café (gra-
nulometria > 2 mm). O meio foi acrescido com diferentes
concentragdes de YE (1, 3, 5, 7 ¢ 9 g L") e autoclavado por
20 minutos a 121 °C. Ao terceiro dia de cultivo adicionou-se
CuSO, (150 uM) assepticamente (solugdo filtrada em mem-
brana Millipore® 0,22 uM) em metade dos frascos. Os expe-
rimentos foram conduzidos em duplicata e mantidos por 12
dias a 28 °C. Como controle utilizou-se o meio sem adi¢do de
N ou cobre. A atividade de lacase foi determinada a cada trés
dias e os resultados foram avaliados empregando-se a analise
de varidncia e as diferengas significativas entre as médias (p
< 0,05) determinadas pelo teste de Tukey, com auxilio do
software Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2009).

Determinacio da atividade de lacase

A atividade de lacase foi avaliada pela oxidacdo de
solugdo 1 mM de ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazoli-
na-6-sulfonato). 0,2 mL do meio de cultivo foram misturados
com 0,7 mL de agua, 0,45 mL de tamp&o acetato de sodio (0,1
M, pH 5,0) ¢ 0,15 mL de ABTS (HAN et al., 2005). A mistura
foi mantida a 30 °C por 10 min e a reagdo foi interrompida
pela adigdo de 100 puL de solugdo de 4cido tricloroacético 5%
(m/v). A oxidacdo do ABTS foi acompanhada pelo aumento
da absorbancia a 420 nm (¢ = 36000 M cm™!). Uma mistura
de meio de cultivo (0,2 mL), 4gua (0,85 mL) ¢ tampao ace-
tato de sodio (0,45 mL) bem como a mistura de agua (0,9
mL), tampao acetato de sodio (0,45 mL) e ABTS (0,15 mL)
foram utilizadas como controles analiticos. Uma unidade (U)
de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1 umol de ABTS por minuto.

Resultados e Discussao

As trés linhagens foram cultivadas em meio liqui-
do, contendo cascas de café como tnica fonte de carbono,
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suplementado com diferentes fontes de nitrogénio a 5 g L"!
(P, UR, NS, SAe YE).

As fontes proteicas de nitrogénio (P, UR e YE) fo-
ram as que produziram efeitos mais expressivos na producéo
de lacase ¢ todas as linhagens testadas mostraram ser exce-
lentes produtoras de lacase (Tabela 1).

O pico de atividade enzimatica de todas as linha-
gens ocorreu em torno do 12° dia em todos os tratamentos
(Figura 1). Dentre as cinco fontes de N avaliadas, as maio-
res atividades de lacase foram observadas no meio contendo
extrato de levedura (YE), que promoveu aumento em torno
de 28% na atividade de lacase de L. edodes U6/1 e P. ostrea-
tus U6/9 (Tabela 1). Apesar da menor produgdo de lacase, P
forida U6/10 também sofreu influéncia significativa da pre-
senga de YE e sua producdo aumentou 167% nessa condigéo.

A presenga de peptona também aumentou a produ-
¢do de lacase de L. edodes (26%) e P. florida (133%), mas re-
duziu ligeiramente a produgao de lacase de P. ostreatus (4%).
J& a ureia reduziu fortemente a produ¢ao de lacase tanto de P,
ostreatus (70%) quanto de L. edodes (49%). De forma con-
traria, P, florida produziu 12,5 vezes mais lacase na presenga
de ureia do que na presenca de qualquer outra fonte de N
(Figura 1).

Tabela 1: Atividade maxima de lacase (U mL") produzida
por fermentagdo submersa com cascas de café e diferentes
fontes de nitrogénio (N).

Linhagens
s e P Bl Ll
Controle 17,6 0,3 17,4
Extrato de 22,5% 0,8* 22,2%
levedura
Peptona 16,9 0,7* 21,9%
Ureia 5,2 3,8% 8,8
Nitrato de 16,7 0,1 13,6
sodio
Sulfato de 17,8% 0,3 18,4*
amonio

"Aumento significativo em relagéo ao controle (p<0,001)
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Figura 1: Atividade de lacase de (A) L. edodes U6/1, (B) P. ostre-
atusU6/9 e (C) P. florida U6/10 obtida na presenca de diferentes
fontes de nitrogénio (5 g L) por fermentagdo submersa com cascas
de café. Onde Ctrl — sem nitrogénio, UR —ureia, NS — nitrato de so6-
dio, YE — extrato de levedura, SA — sulfato de aménio, P — peptona.

O SA foi a tnica fonte aproteica que afetou posi-
tivamente a produgdo de lacase de L. edodes e P. ostreatus,
elevando a atividade em 1 e 5%, respectivamente.

Fontes de nitrogénio desempenham um importante
papel na producao de lacases e seus efeitos dependem da na-
tureza e concentragdo da fonte no meio de cultivo. De modo
geral, nitrogé€nio inorganico esta associado a menor produgao
de lacases, enquanto fontes organicas desse nutriente favo-
recem a producdo de niveis elevados dessa enzima (PISCI-
TELLI et al., 2011).

Os resultados aqui apresentados sdo superiores aos
obtidos por Tinoco et al. (2011), em que a maior atividade
de lacase de Pleurotus sp foi de 1,4 U mL"' utilizando meio
a base de extrato de malte contendo fontes de N proteicas
como peptona e extrato de levedura. Karp et al. (2012) re-
lataram atividade maxima de lacase de 11,6 U g' traba-
lhando com Pleurotus ostreatus, em fermentacao no estado
solido em meio a base de bagago de cana acrescido de YE.
D’Agostini et al. (2011) observaram maior atividade de la-
case (80 U g') de Pleurotus ostreatus, utilizando sulfato de
amonio como fonte de nitrogénio em fermentagdo no estado
solido com cascas de soja.

O nitrogénio afeta diretamente a expressdo de ge-
nes de lacase, processo intermediado por proteinas similares
a proteinas NIT2, envolvidas na regulacdo do metabolismo
de N em Neurospora crassa (MARSLUF, 1997). Sequéncias
consenso, correspondentes a sitios de ligacdo de proteinas
NIT2, na regido promotora de genes de lacase de Pleurotus
sajor-caju sugerem o provavel envolvimento desse tipo de
proteina na expressdo génica (SODEN; DOBSON, 2001).

Com base nos resultados obtidos nos ensaios com
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diferentes fontes de N, a linhagem melhor produtora (P,
ostreatus U6/9) e a melhor fonte de N (extrato de levedura)
foram utilizadas na avaliagdo do efeito de diferentes concen-
tragdes de N (1, 3,5, 7¢ 9 g L") e da adi¢do de CuSO, (150
uM) ao meio de cultivo.

A maior atividade de lacase foi observada na pre-
senca de 9 g L''de YE, um aumento significativo (18%) da
producdo de lacase em relagdo ao controle sem a adi¢ao de
YE.

A influéncia do nitrogénio sobre a produgio de laca-
se tem gerado certa polémica, uma vez que o aumento da ati-
vidade enzimatica pode ocorrer tanto em situa¢des limitantes
quanto ndo limitantes desse nutriente (GIARDINA et al.,
2010). Estudos comprovam que o nitrogénio afeta a produ-
¢do de lacase em nivel transcricional (COLLINS; DOBSON,
1997, MANSUR; SUAREZ; GONZALES; 1998), porém a
quantidade de nitrogénio no meio afeta de formas distintas a
producdo de lacase por diferentes espécies de fungos.

De forma similar ao observado nesse trabalho para
P, ostreatus, Leatham e Kirk (1983) verificaram que maior
concentragdo de nitrogénio aumentou a produgdo de lacase
por Pleurotus ostreatus ¢ Lentinula edodes. Contudo, Callo-
ni et al. (20006) relataram que Pleurotus sajor-caju produziu
maior atividade de lacase na presenga de niveis mais baixos
de nitrogénio (0,5 g L"), demonstrando diferengas importan-
tes na resposta ao N de diferentes espécies do mesmo género.

A adigdo de cobre aos meios de cultivo produziu
aumento significativo da atividade de lacase em praticamente
todas as concentragdes de nitrogénio testadas (Tabela 2). Os
aumentos mais expressivos foram observados quando CuSO,
foi adicionado ao meio com 5 g L' de YE (9%), seguido
meio contendo 9 g L' YE (5%). Quando cobre foi acrescen-
tado ao meio contendo a menor concentragdo de N (1 g L
de YE) e no meio sem YE ndo houve aumento da atividade
de lacase. Tais resultados sdo similares aos obtidos por Giar-
dina et al. (1999) que verificaram que Pleurotus ostreatus
produziu quantidade significativamente maior de lacase (30
U mL") em meio rico em nitrogénio ¢ na presenca de 150
uM de CuSO, em relagdo a condi¢do de auséncia de cobre.
Ja Baldrian e Gabriel (2002), ao cultivarem P, ostreatus em
meio limitado em nitrogénio, verificaram que a adigdo de 1
mM de cobre aumentou a produgé@o de lacase em oito vezes.

Tabela 2: Efeito da concentragdo de CuSO, sobre a atividade
de lacase (U mL™") de Pleurotusostreatus U6/9 apds doze dias
de fermentagdo submersa com cascas de café e extrato de
levedura (YE).

Concentragdo de YE (g L)
Con- lg 3g 5g 7g Og

trole L-1 L-1 L-1 L-1 L-1
CuSO4 16,8 17,4 18,9 14,6 19,4 20,0
+
* * * *
CuSO4 16,1 17,6 19,0 15,9* 20,0* 21,0

"Aumento significativo em relagdo ao meio sem CuSO, (p<0,001)

O cobre ¢ considerado como um dos indutores de
lacase mais eficientes ja que € necessario para a sintese das
cobre polifenoloxidases (GALHAUP et al., 2001; DEKKER
et al., 2007). Além disso, a influéncia do cobre sobre a regu-
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lagdo da expressdao génica de lacase tem sido relatada para
diversas espécies de fungos (PALMIERI et al., 2000; CAVA-
LAZZ1 et al., 2005; NITHERANONT et al., 2011; KARP,
2012) e parece ocorrer via elementos sensiveis a metal (MRE
— metal responsive element) presentes na regido promotora
de genes de lacase e que sdo indiretamente afetados pela pre-
senc¢a de cobre no meio de cultivo (FARACO et al., 2003).

Giardina et al. (1999), ao analisarem a regido pro-
motora de um gene de lacase induzida por cobre (POXA1b)
de P. ostreatus, identificaram um MRE. Mais tarde, Faraco
et al. (2003) identificaram quatro MREs na regido promo-
tora de dois genes de lacase de P. ostreatus (poxc ¢ pox1b).
Tais achados sugerem que essa espécie expressa tanto lacases
constitutivas quando lacases induzidas por cobre e que tais
diferencas de expressdo parecem ser determinadas pelo tipo
e pela concentragdo de N no meio de cultivo. Nossos resulta-
dos indicam que P, ostreatus U6/9 respondeu de forma muito
similar ao N e a presenga de cobre, contudo, estudos sobre
a expressdo génica de lacase dessa linhagem em diferentes
condigdes de cultivo sdo necessarios para maior compreen-
s80 dos mecanismos reguladores dessa enzima.

Conclusoes

A casca de café ¢ um bom substrato para produgdo
de lacases de todas as linhagens analisadas, sendo Pleurotus
ostreatus U6/9 a linhagem mais produtiva (22,5 U mL™) nas
condi¢des testadas.

A melhor fonte de nitrogénio para produgio de laca-
ses de Pleurotus ostreatus U6/9 foi o extrato de levedura na
concentragdo de 9 g L' (20 U mL"). A adigdo de 150 uM de
CuSO0, no 3° dia de cultivo resultou na indugdo significativa
na producdo de lacases dessa linhagem (21 U mL™") todavia,
s80 necessarios mais estudos para determinar a concentragido
otima desse metal ¢ a otimiza¢do das demais condi¢des de
cultivo.
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