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RESUMGO. O Botryosphaeria sp. ¢ um fungo ligninolitico produtor de lacases. Estudos
anteriores demonstraram que o alcool veratrilico (AV) induziu fortemente a producdo de
lacases nesse ascomiceto. Sabe-se que surfactantes tais como o Tween-80 podem aumentar a
producdo de algumas exoenzimas fungicas. Tem sido relatado que o Tween-80 pode induzir a
producdo de lacase em basidiomicetos. No presente trabalho, foi avaliada a influéncia dos
Tweens 80, 60, 40 e 20 na produgdo de lacases constitutivas (auséncia de AV) e indutivas
(presenca de AV) pelo Botryosphaeria sp. A atividade de lacase foi determinada usando-se
dois substratos diferentes, o ABTS (PPO-I) e o DMP (PPO-II). Todos os Tweens estudados
aumentaram a producdo das lacases (PPO-I) constitutivas e indutivas e ndo afetaram a
producdo da lacase (PPO-II) constitutiva. Os Tweens 60 e¢ 20 aumentaram a produgdo da
lacase (PPO-II) indutiva, enquanto que os Tweens 80 e 40 ndo causaram nenhum efeito.
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ABSTRACT. Influence of Tween on constitutive and inducible laccase
production by Botryosphaeria sp. Botryosphaeria sp. is a ligninolytic fungus that
produces laccase. It was previously established that veratryl alcohol (VA) strongly induced
laccase production in this ascomyceteous. It is well known that surfactants such as Tween-80
can increase the production of some fungal exo-enzymes. It has been reported that Tween-80
can also induce laccase production in basidiomycetes. In this work, the influence of Tweens
20, 40, 60 and 80 on the production of constitutive laccases (in the absence of VA) and
inducible laccases (in the presence of VA) by Botryosphaeria sp. was evaluated, separately.
Laccase activity was assayed using two putative laccase substrates: ABTS (PPO-I) and DMP
(PPO-II). All of the Tweens examined increased the production of both constitutive and
inducible laccase PPO-I, but did not affect the production of constitutive laccase PPO-IL.
Tweens 60 and 20 increased the production of inducible laccase PPO-II, while Tween 80 and

40 did not cause any effect.
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Introducéo

Os microrganismos fitopatogénicos produzem
enzimas extracelulares capazes de superar a resisténcia
natural dos componentes da madeira, em especial a
lignina, que ¢ constituida por uma estrutura aromatica
complexa (Griffin, 1994; Messerschmidt, 1997). As
principais enzimas envolvidas na degradacdo da lignina
sdo a lignina-peroxidase (Li-P), manganés-peroxidase
(Mn-P) e as lacases (Leonowicz et al., 2001).

O fungo ascomiceto Botryosphaeria sp. foi
selecionado como ligninolitico, apesar de ndo produzir
Li-P ¢ Mn-P. Entretanto, esse microrganismo ¢
produtor constitutivo de lacases, as quais sdo polifenol
oxidases e também estdo envolvidas na degradagdo da
lignina (Barbosa et al., 1995, 1996; Dekker e Barbosa,
2001).
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A lacase (benzenediol: oxigénio oxidoredutase, EC
1.10.3.2) ¢ uma enzima que catalisa a remocdo de
elétrons e protons de grupos hidroxi-fenolicos e amino-
aromaticos, formando radicais fendxi livres e radicais
amino, respectivamente (Leonowicz et al., 2001). A
importancia tecnologica das lacases ¢ resultante da
capacidade de catalisar a transformag@o de um grande
nimero de compostos aromaticos fenodlicos e ndo-
fendlicos (Duran et al., 2002).

Os niveis de produgdo de lacase pelo
Botryosphaeria sp. aumentaram significativamente na
presenca do alcool veratrilico (Barbosa et al., 1996), o
qual também parece atuar como regulador das enzimas
responsaveis pela degradagdo da lignina pelo referido
fungo (Dekker et al., 2001).

A producdo de lacases também pode ser estimulada
pela adicdo de detergentes (Pointing et al, 2000).
Surfactantes ndo-i6nicos como o Tween-20 e o Tween-
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80 tém sido utilizados para aumentar a viabilidade das
reagdes entre as enzimas e seus respectivos substratos
(Pozdnyakova et al., 2004). O Tween é um surfactante
ndo-idnico, pouco toxico para as membranas biologicas
(Rege et al., 2002), constituido por ésteres de acidos
graxos de polioxietileno sorbitol (Figura 1). Estimula a
secregdo de  proteinas em  microrganismos
(Stutzenberger, 1992), além de alterar a morfologia ¢ a
superficie da parede celular tanto de bactérias (Van
Boxtel et al., 1990) como de fungos (Domingues et al.,
2000).

A relagdo entre fluidez da membrana e o aumento
da secrecdo de enzimas flngicas foi descrita por
Nemec e Jernec (2002), que constataram que a adigo
de Tween-80 aumentou a secrecdo de algumas
hidrolases, em até 70%, pelo Aspergillus niger. No
entanto, estudos detalhados sobre a influéncia do
Tween na produgdo de lacases por fungos e em
especifico pelo Botryosphaeria sp. ainda ndo tém sido
relatados na literatura cientifica.

Portanto, o presente trabalho tem por finalidade
avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de
Tween-80, 60, 40 e 20 na auséncia ou na presenca de
alcool veratrilico, na producgdo de lacases constitutivas
e indutivas, respectivamente, pelo Botryosphaeria sp.
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Figura 1. Estruturas dos surfactantes ndo ionicos Tween-80, 60, 40 e 20 (Prak e Pritchard, 2002).

Material e métodos

Microrganismo

O ascomiceto Botryosphaeria sp. (isolado MAMB-
05) foi mantido a 4°C em meio de batata-agar-
dextrose.

Meios de cultivo

O Botryosphaeria sp. foi crescido em frascos de
Erlenmeyer de 125mL, previamente modificados com
quatro insercdes laterais contendo meio minimo de sais
de Vogel (MMSV, 1956), glucose (10g/L) e Tween
(Merck) nas seguintes concentragdes: 0,25; 0,5; 1,0;
1,5 e 2,0g/L; sendo que cada Tween (20, 40, 60 ¢ 80)
foi avaliado separadamente. Cada frasco foi inoculado
com trés discos de 0,7cm de didmetro provenientes de
placas de Petri contendo MMSV, glucose (10g/L) e
agar (20g/L), incubadas durante 5 dias a 28°C. Os
frascos foram mantidos sob agitagdo constante a
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180rpm e 28°C, durante 108 horas, de acordo com
Vasconcelos et al. (2000). Alcool veratrilico (alcool
3,4-dimetoxibenzilico — Aldrich) foi adicionado aos
meios de cultivo liquidos, assepticamente, apos
autoclavacdo, para conferir uma concentragao final de
30,4mM (Vasconcelos ef al., 2000).

Os cultivos foram realizados em triplicata, sendo os
resultados obtidos descritos como média e desvio-
padrdo. O tratamento estatistico aplicado foi o teste-t
com nivel de confianga de 99%.

Determinagdes enzimaticas

O sobrenadante dos cultivos, obtido apds remogao
dos micélios através de centrifugacdo (9000 rpm por
10 min), foi utilizado como extrato enzimatico. A
atividade da lacase (PPO-I) foi determinada de acordo
com Barbosa et al (1996), utilizando-se como
substrato o acido 2,2’ azino-bis (3 etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS - Sigma). Os ensaios foram
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incubados durante Smin a 50°C em pH 3,0 e as leituras
foram realizadas a 420 nm. A atividade da lacase
(PPO-II) foi determinada conforme descrito por
Vasconcelos et al. (2000), no qual o substrato utilizado
foi o 2,6-dimetoxifenol (DMP - Aldrich). Os ensaios
foram incubados durante Smin a 45°C em pH 6,5 ¢ as
leituras realizadas a 468nm. A unidade de atividade da
lacase foi definida como o niimero em micromoles de
substrato oxidados por minuto por mL de extrato
enzimatico.

Métodos analiticos

A glucose residual foi determinada através da
técnica enzimdtica Glucose Oxidase/Peroxidase
utilizando-se o kit Glicose Enz Color (Bio
Diagnostica). Os acucares totais foram determinados
pelo método do fenol-sulfurico descrito por Dubois et
al. (1956). A biomassa fingica foi determinada por
gravimetria apos secagem em estufa a 70°C até peso
constante.

Resultados e discusséao

lacases
pelo

Avaliacao da
constitutivas e
Botryosphaeria sp.

O Tween-80 tem sido descrito na literatura
cientifica como um surfactante que pode aumentar a
producdo de diversas enzimas fingicas. Por exemplo,
Kuhad ef al. (1994) constataram um aumento de 30%
na produgdo de celulases pelo Fusarium oxysporum na
presenca desse detergente. Palma et al (2000)
observaram que a atividade de protease em Penicillium
restrictum também foi aumentada com a adi¢do de
Tween-80. Segundo Pardo et al. (2000), a producédo de
xilanases e celulases por Thecotheus pelletieri ndo foi

produciao de
indutivas
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afetada pela adi¢do do surfactante. Por outro lado,
Brucato e Wong (1994) constataram uma inibi¢cdo da
producdo de enzimas extracelulares pelo Penicillium
funiculosum na presenca desse detergente. Portanto,
através dos resultados e observagbes destes
pesquisadores, o mecanismo de agdo do Tween-80
parece ser diferente para cada microrganismo.

Conforme mostra a Figura 2a, a produg@o de lacase
constitutiva PPO-I foi de 1,3 e 3,9 U/mL, na auséncia e
na presenca de Tween-80 1,5g/L, respectivamente.
Observou-se que o Tween-80 aumentou a producdo de
PPO-I em até 3 vezes.

Na presenca de alcool veratrilico, a atividade de
lacase indutiva PPO-I foi de 8,4 U/mL, comprovando o
efeito indutor do alcool veratrilico, confirmando os
resultados obtidos previamente por Vasconcelos et al.
(2000). Quando o Tween-80 na concentragdo de
0,25g/LL foi adicionado aos meios de cultivo, a
produgdo de lacase indutiva PPO-I subiu para 12,2
U/mL, confirmando também o aumento da produgao de
lacases devido a presenca de Tween-80 (Figura 2a). A
adicdo desse mesmo surfactante ao meio de cultivo
aumentou em 3 vezes a producdo de lacases pelo
basidiomiceto Pycnoporus sanguineus (Pointing et al.,
2000).

A produgdo de lacase PPO-II, constitutiva e
indutiva, ndo foi alterada pela adi¢do de Tween-80,
tendo sido observada somente a indugdo provocada
pela adicdo do alcool veratrilico, que aumentou a
atividade de PPO-II de 0,4 U/mL para 1,7 U/mL
(Figura 2a). Os valores de atividade de lacase ndo
foram expressos em atividade especifica pelo fato do o
Tween interferir nos métodos classicos de
determinagdo de proteina, conforme o que também foi
constatado por Stutzenberger (1992).

Maringa, v. 26, no. 4, p. 463-470, 2004



Influéncia de Tween na producao de lacases 211

Atividade de lacase
(UmL

5,
oL UL il"“DDDDDD------
0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0
PPO-I cAV PPO-I SAV PPO-Il cAV PPO-Il sSAV
Tween-80 (g L'1)
15~
o [
o [
@ I B
Q L
S ~ 104
P [
k-] —E' L
% L
: |
3= s5-
2 [
b4 [
oL saaall cooono______
0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0
PPO-I cAV PPO-I sAV PPO-Il cAV PPO-Il sAV
Tween-60 (g L'1)
15-

10 C

Atividade de lacase
(UmL")

5,
ol UL Bl Iim I
0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0
PPO-I cAV PPO-I sAV PPO-Il cAV PPO-Il AV
Tween-40 (g L'1)

200
© T
7]
§ 15
27 100 D

£

3 -
] 3 4
S
> 3
- L
I 2 I

it NERRRE 0000

ot (. i [} D D O —— e —

0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0
PPO-I cAV PPO-I SAV PPO-Il cAV PPO-Il SAV

Tween-20 (g L™

Figura 2. Efeito dos surfactantes: A (Tween-80); B (Tween-60); C (Tween-40) e D (Tween-20) na producdo de lacases constitutivas, na
auséncia de alcool veratrilico (sAV), e indutivas, na presenga de alcool veratrilico (cAV), pelo Botryosphaeria sp.
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A adicdo de 1,5g/L de Tween-60 aumentou a
producdo de lacase PPO-I em até 2,7 vezes na
auséncia e na presenga de alcool veratrilico, sendo
2,7 U/mL e 13,3 U/mL, respectivamente, os valores
maximos de atividade enzimatica detectados. Ao
contrario do Tween-80, a adigdo do surfactante
Tween-60 aumentou em 2 vezes (1,6 U/mL) a
producdo da lacase PPO-II indutiva pelo
Botryosphaeria sp. Porém, o Tween-60 nao
influenciou na producdo da lacase PPO-II
constitutiva. A compara¢do da produgdo de lacases
constitutivas e indutivas na presenca de Tween-60
pode ser observada na Figura 2b.

A adicdo de Tween-40 aumentou a produgdo da
lacase constitutiva PPO-I em até 2,6 vezes (3,9
U/mL) quando adicionado nas concentragdes de 1,0
e 1,5g/L. Observou-se que, nas demais
concentragdes de Tween-40, a producdo da enzima
foi indiferente a presenca do surfactante. Por outro
lado, a produgdo da lacase indutiva PPO-I foi maior
em todas as concentragdes de Tween-40 estudadas,
sendo o méaximo de atividade enzimatica detectada
nos cultivos com 1,5g/L (14,2 U/mL). A producdo
de lacase PPO-II constitutiva e indutiva ndo foi
alterada significativamente pela adicdo de Tween-
40, da mesma forma que o Tween-80. A produgdo
de lacases constitutivas e indutivas pelo
Botryosphaeria sp. na presenga de Tween-40 esta
ilustrada na Figura 2c.

De acordo com os demais surfactantes estudados,
o Tween-20 também aumentou a produgdo das
lacases constitutivas e indutivas PPO-I, em 2,1 (2,3
U/mL) e 5,6 (18,7 U/mL) vezes, respectivamente. A
producdo da lacase constitutiva PPO-II permaneceu
inalterada pela adicdo do Tween-20, enquanto a
producdo da lacase indutiva PPO-II aumentou em
24% (1,4 U/mL) na presenga de 0,5g/L de Tween-
20. A Figura 2(d) ilustra a comparacdo entre a
producdo de lacases constitutivas e indutivas nas
diferentes concentragdes de Tween-20.

Comparacao da producio de biomassa
fungica e da variaciao de pH mneos cultives
de Botryosphaeria sp. na auséncia e na
presenca de
diferentes concentracéoes de Tween-80. 60,
10 e 20.

A adigdo de Tween-80 ndo influenciou a
produgdo de biomassa pelo Bofryosphaeria sp. na
auséncia de alcool veratrilico, enquanto que na sua
presenca houve um aumento de 42% (6,6g/L) na
producdo da biomassa fungica. Vasconcelos et al.
(2000) observaram que concentragdes elevadas de
alcool veratrilico no meio de cultivo aumentaram a
producdo de lacases pelo Botryosphaeria sp., sendo
que a produgdo de biomassa fungica diminuiu
consideravelmente nessas condig¢des, o que também
foi observado no presente trabalho, no qual a

alcool veratrilico e em
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presenca de dalcool veratrilico diminuiu em 65%
(4,6g/L) a producdo de biomassa pelo
Botryosphaeria sp. A comparagdo da produgdo de
biomassa fingica e da variagdo de pH dos cultivos
de Botryosphaeria sp. na auséncia e na presenga de
alcool veratrilico estdo apresentadas nas Tabelas 1 ¢
2, respectivamente.

Tabela 1. Producdo de biomassa fungica, valores de pH final,
glucose residual e agucar total residual, nos cultivos do
Botryosphaeria sp em diferentes concentragdes e tipos de Tween
na auséncia do alcool veratrilico.

Clue Acacar
Tw. Cone. Biomassa o final R “_‘;’sel Total
W @ @n P b es'/ ":’ Residual
e (mg/m)

0,0 7,11£0,40  6,95+0,27  0,02+0,00  0,82+0,06

0,25 5,59+0,26  6,72+0,11 0,01+0,00  0,97+0,32

80 0,5 4,97+0,28 6,68+0,09 0,02+0,00 0,99+0,15
1,0 6,03+0,21 6,59+0,11 0,02+0,00 1,07+0,36

1,5 5,62+0,11 6,67+0,08  0,01+0,00 1,02+0,23

2,0 526+0,46  6,72+0,09  0,03+0,00 1,37+0,01

0,0 6,48+0,38  6,40+0,02  0,01+0,00 1,75+0,10

0,25 6,45+0,25 6,37+0,03 0,01+0,00 1,65+0,09

60 0,5 6,57£0,36  6,37£0,06  0,01+£0,00  2,12+0,08
1,0 6,65£0,20  6,40+0,06  0,01+0,00 1,09+0,28

1,5 6.61+0,35 6,43+0,09  0,01+0,00 1,74+0,03

2,0 7,06:0,44  6,40+0,02  0,01+0,00  2,1440,07

0,0 6,32+0,92  6,78+0,13 0,01+0,00 1,44+0,13

0,25 6,18+0,13 6,82+0,07  0,01+0,00  2,05+0,31

10 0,5 6,95+0,15 6,72+0,13 0,01+0,00 1,36+0,05
1,0 7,47£0,37  6,83+£0,02  0,01+0,00 1,64+0,18

1,5 7,23+0,13 6,85+0,04  0,01+0,00 1,62+0,07

2,0 7,6840,08  6,83+0,06  0,01+0,00 1,76+0,38

0,0 6,19+0,52  6,65+£0,04  0,04+0,00 1,15+0,13

0,25 6,01£0,76  6,71+0,05 0,04+0,00  0,78+0,11

20 0,5 6,19+0,39  6,72+0,05 0,06+:0,00  0,93+0,02
1,0 6,73£0,36  6,72+0,04  0,05+0,00 1,03+0,17

1,5 6,59+0,26  6,70+£0,04  0,04+0,00 1,12+0,12

2,0 6,91+£0,69  6,78+0,05 0,05+0,00 1,25+0,07

(*) pH inicial 5,

O Botryosphaeria sp. apresentou um aspecto
filamentoso quando cultivado em meio basal liquido,
sendo que na presencga de alcool veratrilico verificou-
se a formacdo de pequenos granulos. Quando os
detergentes estudados foram adicionados ao meio de
cultivo, o aspecto filamentoso permaneceu, mesmo na
presenga do alcool veratrilico. A influéncia da adicao
de Tween na morfologia dos micélios fingicos em
cultivos submersos foi observada por Domingues et
al. (2000) quando estudou o Trichoderma reesei e
constatou que o Tween-80 inibiu a formacdo de
“pellets” pelo referido fungo.

Tabela 2. Producdo de biomassa fungica, valores de pH final,
glucose residual e agucar total residual nos cultivos do
Botryosphaeria sp. em diferentes concentragdes e tipos de Tween
na presencga de alcool veratrilico.

Glucose Acacar
Cone. Biomassa . Residual Total
Tween /iy @my PHImal e/mL)  Residual
(mg/mL)
0,0 4,63+0,15  5,06+0,80  0,03+0,00  3,42+0,29
0,25 6,16+£0,29  5,56+0,56  0,03+£0,00  2,40+0,24
80 0,5 5,49+0,50  4,61+0,81  0,10+£0,01  2,06+0,16
1,0 4,97+£0,64  4,77+0,31 0,05+£0,00  2,28+0,65
1,5 6,20£0,84  4,76£0,40  0,05+0,00  3,19+0,69
2,0 6,59+1,53  4,72£0,24  0,07£0,00  3,18+0,40
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00  458£0,86 4,15£0,09 0,02+0,00 2,302+0,15
025  7,144043 4204026  0,0240,00 1,772+0,33

60 0,5  6,61£0,22 423021  0,02+0,00 1,594+0,15
1,0 674+0,59  7,91£0,79  0,0240,00 2,073£0,19

1,5 675134 471111  0,03£0,00 1,625+0,11

2,0 480025 4,65:1,11  0,03£0,00 1,624+0,43

0,0 4504047  4,06£0,15  0,0240,00 1,254+0,07

025  553£034  5,53£0,33  0,0240,00  0,496+0,04

40 0,5  573+1,19 573029  0,0240,00 0,711£0,03
1,0 566£0,10  5,66£0,05  0,0240,00  0,632+0,03

1,5 57240,55 5724020  0,0240,00  0,73+0,03

20 5755023  575£0,07  0,0240,00  0,67+0,01

0,0  2,86£0,06 4,88+0,12  0,02+0,01  1,83£0,76

025 5024035 437+0,14  0,01£0,01  1,16+0,18

20 0,5  6,15£0,49 488+£0,72  0,04£0,00  0,91+0,11
1,0 475:0,74 4412039  0,0240,00  1,04+0,15

1,5 617+026  4,57£0,09  0,08£0,00  0,99+0,24

2,0 554131 4484026  0,19+0,01  1,25£0,26

(*) pH inicial 5,8

O Tween-60 ndo influenciou a produgdo de
biomassa pelo Botryosphaeria sp. na auséncia de
alcool veratrilico, enquanto que na sua presenga
observou-se um aumento de 56% (7,1g/L) quando foi
adicionado 0,25g/L. de Tween-60. A adicdo de 2g/L
do surfactante ndo alterou a produgdo de biomassa
pelo referido fungo. Tsuboi ef al. (1996), estudando a
Candida albicans, constataram que o crescimento
dessa levedura foi dependente da concentracdo de
Tween presente no cultivo.

A presenca de Tween-40 aumentou a produgdo de
biomassa fungica pelo microrganismo em até 26%
(5,7g/L) na presencga de alcool veratrilico. O aumento
de biomassa no meio de cultivo foi maior em
concentragdes mais elevadas de Tween-40. Na
auséncia de alcool veratrilico a biomassa micelial ndo
foi alterada significativamente pela adi¢do do
surfactante.

A adig¢do de Tween-20 nos meios de cultivo ndo
afetou a produgdo de biomassa fungica pelo
Botryosphaeria sp. na auséncia de alcool veratrilico.
Porém, como foi observado anteriormente pela adigao
dos demais surfactantes, a presenga de Tween-20
provocou um aumento de até 2,2 vezes (6,1g/L) nos
cultivos acrescidos de alcool veratrilico.

A adigio de Tween-80 ndo  alterou
significativamente os valores de pH inicial e final dos
cultivos. O pH final mensurado na auséncia de alcool
veratrilico foi 1,2 vezes maior (6,72) que o pH inicial
(5,80) do cultivo. No entanto, na presenga de alcool
veratrilico, o pH final diminuiu 1,2 vezes (4,91) em
rela¢do ao pH inicial do cultivo. Esse comportamento
foi descrito anteriormente por Vasconcelos et al.
(2000) quando avaliaram o pH final do cultivo do
fungo Botryosphaeria sp. em meio basal, na auséncia
e na presenga de alcool veratrilico. Os valores de pH
inicial e final também ndo foram alterados
significativamente com a adigdo de Tween-60, 40 e
20, com excecdo dos cultivos de Tween-60 (1,0g/L)
na presenga do alcool veratrilico, nos quais os valores
de pH final foram proximos de 8,0.

Estudos anteriores demonstraram que o pH inicial
ndo interferiu significativamente na produgdo de
lacase constitutiva pelo Botryosphaeria sp. Todavia,
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na presenca de alcool veratrilico, valores de pH
inicial entre 5,5 ¢ 6,5 levaram a uma maior producao
das lacases indutivas PPO-I (13,1 U/mL) e PPO-II
(2,6 U/mL) (dados nao publicados).

Comparacao da glucose residual e
acacar total residual mneos cultivos de
Botryosphaeria sp.. na auséncia e na
presenca de
diferentes concentracoes de Tween-80. 60.
10 e 20.

De forma geral, verificou-se que o
Botryosphaeria sp. consumiu mais de 99% da glucose
presente no meio de cultivo, independente da adicao
de alcool veratrilico, da concentragdo do Tween e do
tipo de Tween avaliado. A glucose residual foi
determinada através da técnica enzimatica Glucose
Oxidase/ Peroxidase devido ao fato de o Tween ter
interferido no método classico de determinagdo de
acucares redutores descrito por Somogyi (1945) e

alcool veratrilico ¢ em

Nelson (1944).

O Botryosphaeria sp. ¢ produtor de um
exopolissacarideo  (Dekker e Barbosa, 2001)
recentemente  caracterizado como uma [-D-

(1-3;1—6)-glucana  (Barbosa et al, 2003),
denominada botriosferana, a qual confere viscosidade
ao meio de cultivo (Steluti ef al., 2004). A presenga
desse exopolissacarideo foi observada ndo somente
pela diferenca da quantidade de carboidrato residual,
determinado pelo acucar total residual (>0,80mg/mL)
em relacdo a glucose residual (<0,07mg/mL), como
pela viscosidade do meio de cultivo, embora esta ndo
tenha sido determinada.

Concluséo

O Tween-80 tem sido descrito como mediador da
Mn-P nos processos de branqueamento da polpa da
madeira (Dainab et al., 2002; Hirai et al., 2004)
devido a presenga da insaturacdo no C-9 (Figura 1), a
qual aparenta possuir um papel importante no
mecanismo de agdo da Mn-P no processo de
degradagao da lignina (Bermek et al., 2002). A adi¢do
desse surfactante nos processos de degradacdo de
compostos  poliaromaticos  envolvendo lacases
também tem sido descrita, pois o Tween facilita a
solubilizagdo dessas substincias em meios aquosos e
em solventes organicos (Pozdnyakova et al., 2004).
Contudo, estudos detalhados sobre a influéncia do
Tween no aumento da producdo de lacases ndo tém
sido encontrados na literatura cientifica.

Sabe-se que em condi¢cdes apropriadas os
detergentes podem combinar-se com as lipoproteinas
constituintes das membranas bioldgicas, tornando-as
permeaveis (Wiseman, 1985). Porém, como o
mecanismo de formacao do complexo
detergente/lipoproteina ainda ndo ¢ conhecido, pode-
se levantar a hipotese de que o Tween alteraria a
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parede celular microbiana favorecendo a secre¢ao de
enzimas para o meio extracelular, visto que, como
mostra o presente trabalho, todos os Tweens
estudados aumentaram a produgdo da lacase (PPO-I)
constitutiva e indutiva, embora nido tenham afetado a
produgdo da lacase constitutiva (PPO-II). No entanto,
o Tween-80 também tem sido descrito como
estimulador da produgdo de glicosiltransferases
(Jacques et al., 1985), o que poderia também
aumentar a secre¢do das lacases, visto que estas sdo
glicoproteinas, as quais se diferenciam
estruturalmente de acordo com o microrganismo
produtor e o meio de cultivo utilizado.
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