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Resumo 

Agaricus subrufescens é um cogumelo que produz lacases, oxirredutases que degradam 

corantes. As condições de cultivo como concentração de nitrogênio, fonte de carbono e 

indutores podem aumentar a produção de lacase. O objetivo deste estudo foi cultivar A. 

subrufescens com ureia, subprodutos agroindustriais e indutores para produzir lacase para 

descoloração de corantes. Agaricus subrufescens U7-1 e U7-3 foram cultivadas em meio 

líquido com ureia (0, 2, 4, 6 e 8 g L-1), fontes de carbono (glicose, melaço de cana-de-açúcar – 

MC e de soja - MS) e indutores (álcool veratrílico, etanol, guaiacol e vanilina). O extrato 

enzimático do cultivo foi usado na descoloração de remazol azul brilhante R (RBBR), preto 

reativo 5 (PR5) e verde malaquita (VM). A produção de lacase de A. subrufescens foi maior 

com menores concentrações de ureia e a maior atividade de lacase de U7-1 ocorreu com 2 g L-1 

de ureia e U7-3 sem ureia. MC aumentou a atividade e antecipou o pico de lacase de U7-1 em 

cinco dias e de U7-3 em 15 dias. MS reduziu a atividade de lacase. Vanilina aumentou a 
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atividade de lacase de U7-1 em 29% (44380 U L-1) e antecipou o pico de atividade; e vanilina e 

álcool veratrílico aumentaram a atividade de lacase (44770 U L-1) de U7-3, mas atrasaram o 

pico de atividade. Os extratos de U7-1 e U7-3 do cultivo com vanilina descoloriram o RBBR 

em 24 horas (65% e 75%) e VM (70%, 24 e 72 horas), mas não reduziram a cor de PR5. 

Palavras-chave: Agaricus blazei; Basidiomycota; Biodegradação; Corantes têxteis; Resíduos 

agroindustriais. 

 

Abstract 

Agaricus subrufescens is a mushroom that produces laccase oxidoreductases that degrade 

dyes. Cultivation conditions such as nitrogen concentration, carbon source, and inducers can 

increase laccase production. This study aimed to cultivate A. subrufescens with urea, agro-

industrial by-products, and inducers to produce laccase for dyes decolorization. Agaricus 

subrufescens U7-1 and U7-3 were grown in liquid medium with urea (0, 2, 4, 6, and 8 g L-1), 

carbon sources (glucose, sugarcane molasses - SuM and soybean molasses - SoM), and 

inducers (ethanol, guaiacol, vanillin, and veratryl alcohol). The enzymatic extract of the 

culture was used in the decolorization of remazol brilliant blue R (RBBR), reactive black 5 

(RB5), and malachite green (MG). The laccase production of A. subrufescens was inversely 

proportional to the urea concentration and the greater U7-1 laccase activity occurred with 2 g 

L-1 urea and U7-3 produced more laccase without urea. SuM increased the laccase activity 

and anticipated the laccase peak of U7-1 in five days and U7-3 in 15 days. SoM reduced 

laccase activity. Vanillin increased the laccase activity of U7-1 by 29% (44380 U L-1) and 

anticipated activity peak; and vanillin and veratryl alcohol increased the laccase activity 

(44770 U L-1) of U7-3, but delayed activity peak. The extracts of U7-1 and U7-3 obtained 

from the vanillin culture discolored the RBBR in 24 h (65% and 75%), and VM (70%, 24 and 

72 h), but did not reduce the color of PR5. 

Keywords: Agaricus blazei; Agro-industrial waste; Basidiomycota; Biodegradation; Textile 

dyes. 

 

Resumen 

Agaricus subrufescens es un hongo que produce lacasas, oxidorreductasas que degradan los 

colorantes. Las condiciones de cultivo como la concentración de nitrógeno, la fuente de 

carbono y los inductores pueden aumentar la producción de lacasa. El objetivo de este estudio 

fue cultivar A. subrufescens con urea, subproductos agroindustriales e inductores para 

producir lacasas para la decoloración de colorantes. Agaricus subrufescens U7-1 y U7-3 se 
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cultivaron en medio líquido con urea (0, 2, 4, 6 y 8 g L-1), fuentes de carbono (glucosa, 

melaza de caña de azúcar - MC y melaza de soja - MS) e inductores (alcohol veratril, etanol, 

guayacol y vainillina). El extracto enzimático del cultivo se utilizó en la decoloración de 

remazol azul brillante R (RBBR), negro reactivo 5 (PR5) y verde malaquita (VM). La 

producción de lacasa de A. subrufescens fue inversamente proporcional a la concentración de 

urea y la mayor actividad lacasa de U7-1 ocurrió con 2 g L-1 de urea y U7-3 sin urea. MC 

aumentó la actividad y anticipó el pico de lacasa de U7-1 en cinco días y U7-3 en 15 días. MS 

redujo la actividad de lacasa. La vainillina aumentó la actividad lacasa de U7-1 en un 29% 

(44380 U L-1) y anticipó la actividad máxima; y la vainillina y el alcohol veratrílico 

aumentaron la actividad de lacasa de U7-3 (44770 U L-1), pero retrasaron la actividad 

máxima. Los extractos de U7-1 y U7-3 del cultivo de vainillina decoloraron el RBBR en 24 

horas (65% y 75%) y VM (70%, 24 y 72 horas), pero no decoloraron PR5. 

Palabras clave: Agaricus blazei; Basidiomycota; Biodegradación; Colorantes textiles; 

Residuos agroindustriales. 

 

1. Introdução 

 

Agaricus subrufescens Peck (ou seus sinônimos Agaricus blazei Murrill ss. Heinemann e 

Agaricus brasiliensis Wasser et al.) cresce naturalmente sobre matéria orgânica vegetal 

(Colauto et al., 2010) e é cultivado em todo o mundo (Largeteau et al., 2011). Conhecido por 

sua riqueza de compostos bioativos (Wisitrassameewong et al., 2012) e suas atividades 

biológicas como antitumoral (Bertéli et al., 2014; Bertéli et al., 2016), antioxidante (Umeo et 

al., 2015), antimutagênica, fotoprotetora (Costa et al., 2015) e imunomoduladora (Rubel et al., 

2018), também é capaz de bioacumular metais como ferro e zinco (Umeo et al., 2019, 

Meniqueti et al., 2020; Scheid et al., 2020) e de produzir lacase (D’Agostini et al., 2011; Valle 

et al., 2015). Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa tem conduzido a bioprospecção de 

linhagens de fungos e de condições de cultivo que aumentem a produção de lacase com 

propriedades que permitam a degradação de corantes. 

Lacases (EC 1.10.3.2) são multicobre oxirredutases que oxidam substratos fenólicos 

utilizando o potencial redox de cobre presentes em seu sítio catalítico enquanto reduzem 

oxigênio à água (Martínková et al., 2016). A diversidade de substratos em potencial das 

lacases tornam esta enzima particularmente atrativa para aplicações nas indústrias de 

alimentos, farmacêutica, química, têxtil e em biorremediação (Upadhyay et al., 2016). 

Lacases são encontradas em diferentes organismos, de bactérias a eucariotos superiores, 
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entretanto, as lacases usadas industrialmente, na sua maioria, derivam de fungos (Wu et al., 

2020). Em fungos basidiomicetos as lacases podem ser constitutivas ou induzíveis e vários 

compostos diferentes como íons metálicos (Rodrigues et al., 2019) e compostos aromáticos ou 

fenólicos (Santana et al., 2018) podem aumentar a produção de lacase (Yang et al., 2013).  

A produção de lacase por basidiomicetos também depende da fonte de carbono e da fonte 

de nitrogênio, necessárias para criar condições nutricionais favoráveis (Martani et al., 2017). 

Contudo, estudos indicam que estes fungos possuem uma ampla variedade de respostas a fontes 

de carbono e nitrogênio e à sua concentração no meio de cultivo (Mikiashvili et al., 2006; 

Almeida et al., 2018; Elisashvili et al., 2018). A substituição de fontes de carbono sintéticas por 

subprodutos agroindustriais já demonstrou ser eficiente para a produção de lacase (Elisashvili 

et al., 2008; Songulashvili et al., 2015; Aragão et al., 2019) uma vez que esse material é rico 

em nutrientes e em substâncias que podem atuar induzindo a atividade desta enzima 

(Vijayalaxmi et al., 2015). Entretanto, ao avaliarem-se as condições de cultivo, é importante 

considerar que a resposta do fungo a estas condições varia entre as espécies e entre linhagens 

da mesma espécie (Valle et al., 2015). 

Corantes são amplamente empregados em diversos setores industriais, particularmente, 

na indústria têxtil onde grande volume de efluentes coloridos é gerado anualmente (Morsy et 

al., 2020). Estima-se que entre 10% e 30% dos corantes usados na indústria alcancem os 

efluentes por não se fixarem adequadamente (Sen et al., 2016; Vikrant et al., 2018). O 

tratamento de efluentes para degradação de corantes é tradicionalmente feito por métodos 

físicos e químicos que nem sempre são eficientes e podem gerar resíduos adicionais e tóxicos 

(Rodriguez-Couto, 2013). Estudos têm se concentrado em métodos biológicos como uma 

alternativa ecológica para a remediação de corantes (Sen et al., 2016) e enzimas oxirredutoras 

produzidas por fungos, como a lacase, podem ser utilizadas em processos de descoloração e são 

uma alternativa aos tratamentos convencionais. 

O melaço de cana-de-açúcar é um subproduto da indústria sucroalcooleira resultante da 

fase final da cristalização de açúcar (Arakaki et al., 2011). No Brasil, 642,7 milhões de 

toneladas de cana-de-açúcar foram produzidas na safra 2019-2020 gerando até 40 milhões de 

toneladas de melaço (CONAB, 2020). Devido a sua composição rica em açúcares 

fermentescíveis, aminoácidos, vitaminas, proteínas e minerais (Feltrin et al., 2000), o melaço 

de cana pode ser empregado na suplementação da dieta animal e na produção de etanol de 

segunda geração (Fernández-López et al., 2012). O melaço de soja é um subproduto da 

indústria de processamento de soja e é gerado durante a produção de proteína de soja 

concentrada e de proteína de soja isolada (Al Loman & Ju 2016). Este subproduto 
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agroindustrial é rico em oligossacarídeos solúveis, aminoácidos, lipídios e minerais (Romão et 

al., 2012) e pode ser usado para a produção de bioetanol (Siqueira et al., 2008), ácidos 

orgânicos (Cheng et al., 2017) e biopolímeros (Oliveira et al., 2020). As características 

químicas dos melaços de cana-de-açúcar e de soja, sua grande disponibilidade e baixo custo, 

tornam estes subprodutos agroindustriais candidatos a substratos para cultivo de fungos visando 

aplicações biotecnológicas (Valle et al., 2014). 

A indução de lacases de A. subrufescens por álcool veratrílico, etanol, guaiacol, 

pirogalol, vanilina e xilidina foi estudada (Valle et al., 2015), entretanto, a combinação de 

indutores e de outros componentes do meio de cultivo como fonte de nitrogênio e carbono 

ainda é pouco compreendida. Até o momento, não há relatos sobre uso de lacases de A. 

subrufescens produzidas em meio líquido para descoloração de corantes. Dessa forma, o 

objetivo deste estudo foi avaliar como diferentes concentrações de ureia, fontes de carbono 

alternativas e de baixo custo e presença de indutores no meio de cultivo podem interferir na 

produção de lacase por linhagens de A. subrufescens e na capacidade de descoloração de 

corantes têxteis. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Microrganismo 

 

Agaricus subrufescens linhagens U7-1 (CNPF72, EMBRAPA) e U7-3 (CNPF135, 

EMBRAPA) foram depositadas na coleção de culturas do Programa de Pós-Graduação em 

Biotecnologia Aplicada à Agricultura da Universidade Paranaense e analisadas neste estudo. 

O micélio utilizado como inóculo foi cultivado em meio ágar-extrato-de-malte (AEM) 2% (m 

v-1) a 28 ± 1 ºC, por 15 dias. Em todas as etapas experimentais três discos de AEM (6 mm de 

diâmetro) contendo micélio foram utilizados para inocular o meio de cultivo líquido. 

 

2.2 Condições de cultivo 

 

A produção de lacase ocorreu se acordo com Valle et al. (2015), com poucas 

modificações, por meio do cultivo submerso de micélio em frascos Erlenmeyer (250 mL) 

contendo 100 mL de meio de cultivo líquido autoclavado (121 oC por 20 min) e composto por 

KH2PO4 (1,5 g L-1), MgSO4 (0,5 g L-1), KCl (0,5 g L-1), FeSO4.H2O (0,036 g L-1), ZnSO4.H2O 

(0,035 g L-1) e glicose (10 g L-1). Na primeira etapa experimental o meio de cultivo foi 
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suplementado com diferentes concentrações de ureia para avaliar-se o efeito da variação da 

concentração de nitrogênio na produção de lacase. A suplementação ocorreu pela adição de 

solução de ureia (300 g L-1) previamente filtrada (filtro com poros de 0,22 µm) em volume 

suficiente para obter concentrações finais de 0, 2 g L-1, 4 g L-1, 6 g L-1 e 8 g L-1. A 

concentração de ureia que promoveu a maior produção de lacase foi selecionada para a etapa 

experimental subsequente destinada a avaliar o efeito de fontes alternativas de carbono na 

produção da enzima. Para tanto, a glicose do meio de cultivo foi substituída por fontes 

alternativas de carbono melaço de cana-de-açúcar (MC) ou melaço de soja (MS) (Valle et al., 

2014). Todas as fontes de carbono foram empregadas em quantidade suficiente para a 

obtenção de 10 g L-1 de açúcares totais no meio de cultivo. Em ambas as etapas os cultivos 

foram mantidos por 45 dias a 28 ± 1 °C, na ausência de luz e sob agitação (90 rpm). Alíquotas 

do meio foram retiradas a cada cinco dias e utilizadas para determinação da atividade de 

lacase.  

A fonte de carbono que proporcionou maior atividade de lacase foi selecionada para a 

terceira etapa experimental onde avaliou-se o efeito da suplementação do meio de cultivo com 

compostos químicos com potencial para indução de lacase. O meio de cultivo foi 

suplementado com um dos indutores: álcool veratrílico (álcool 3,4-dimetoxibenzílico), etanol 

(álcool etílico), guaiacol (2-metoxifenol) ou vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeído) 

(Santana et al., 2018). Foram preparadas soluções (1 M) que, após filtração (filtro com poros 

de 0,22 µm), foram adicionadas ao meio no 5º dia de cultivo em volume suficiente para obter 

concentração final de 1 mM. Os cultivos foram mantidos por 30 dias a 28 ± 1 °C, na ausência 

de luz e sob agitação (90 rpm). Alíquotas do meio de cultivo foram retiradas a cada cinco dias 

e utilizadas para determinação da atividade de lacase. O extrato enzimático com a máxima 

atividade de lacase foi filtrado (filtro com poros de 0,22 µm) e misturado a soluções de 

corantes de diferentes classes para verificação da capacidade de descoloração. 

 

2.3 Descoloração de corantes pelo extrato enzimático 

 

Os ensaios para avaliação da capacidade do extrato enzimático em descolorir diferentes 

classes químicas de corantes têxteis foram conduzidos segundo Marim et al., 2016. A 

descoloração foi realizada com a antraquinona remazol azul brilhante R (RBBR), o azo 

corante preto reativo 5 (PR5) e o trifenilmetano verde malaquita (VM). Todos os corantes 

foram previamente diluídos em tampão acetato de sódio (100 mM, pH 5), filtrados (filtro com 

poros de 0,22 µm) e misturados ao extrato enzimático sem micélio em volume suficiente para 
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obtenção de concentração final de 1 mg mL-1 de corante em todos os ensaios. As reações de 

descoloração permaneceram a 28 ± 1 °C, na ausência de luz, por 72 h. Alíquotas (300 μL) 

foram coletadas em condições assépticas a cada 24 h e a taxa de descoloração foi avaliada por 

espectrofotometria (SpectraMax Plus 384) na máxima absorvância do PR5 (597 nm), RBBR 

(595 nm) e VM (620 nm). Todas as reações foram conduzidas na ausência de peróxido de 

hidrogênio para evitar-se a ação de peroxidases. A reação de descoloração contendo água 

ultrapura ao invés de extrato enzimático foi usada como controle analítico. O percentual de 

descoloração foi calculado em relação à absorvância inicial das reações. 

 

2.4 Determinação da atividade de lacase 

 

A atividade de lacase foi determinada usando ABTS (2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) como substrato enzimático (Santana et al., 2018). Solução de 

ABTS (1 mM) em tampão acetato de sódio (0,1 M, pH 5.0) foi misturado com meio de 

cultivo líquido e a oxidação do ABTS foi acompanhada a 30 °C e 420 nm (ε = 36,000 M−1 

cm−1) em espectrofotômetro (SpectraMax Plus 384). Misturas contendo os mesmos 

componentes da reação, exceto o meio de cultivo; e mistura contendo os mesmos 

componentes, exceto o ABTS, foram utilizadas como controles analíticos. Uma unidade (U) 

de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para oxidar 1 

μmol de ABTS por minuto. 

 

2.5 Análise estatística 

 

Todas as etapas experimentais basearam-se em metodologia quantitativa (Pereira et al., 

2018). Todos os ensaios foram conduzidos em três repetições e seguiram o delineamento 

inteiramente casualizado. Os resultados foram avaliados por análise de variância e as 

diferenças entre as médias determinadas pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05).  

 

3. Resultados e Discussão 

 

As atividades de lacase das linhagens de A. subrufescens em meio de cultivo com 

diferentes concentrações de ureia encontram-se nas figuras 1 e 2. As concentrações de ureia 

afetaram a atividade de lacase de ambas as linhagens de A. subrufescens, contudo, cada 

linhagem reagiu de forma distinta às concentrações de nitrogênio. Para A. subrufescens U7-1 
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(Figura 1) as maiores atividades de lacase foram observadas na presença de 2 g L-1 de ureia 

com pico de atividade de 24000 U L-1 no 30º dia de cultivo, um aumento de 124% comparado 

com o pico de atividade no meio sem ureia. Quando maiores concentrações de ureia foram 

avaliadas (4 e 6 g L-1), o pico de atividade de lacase foi menor, em média, de 16000 U L-1 e 

também no 30º dia, porém, não se detectou atividade de lacase do 35º dia em diante no meio 

com 4 g L-1 de ureia. 

 

Figura 1. Atividade de lacase (média ± desvio padrão) de Agaricus subrufescens U7-1 

crescido em meio líquido contendo glicose (10 g L-1) como fonte de carbono e suplementado 

com diferentes concentrações de ureia ao longo de 45 dias de cultivo. 
 

 

Fonte: Autores. 

 

Para A. subrufescens U7-3 (Figura 2) o pico de máxima atividade de lacase ocorreu no 

35º ou no 40º dia de cultivo, dependendo da concentração de nitrogênio. As maiores 

atividades de lacase foram observadas na ausência de ureia com pico de atividade de 31500 U 

L-1 no 35º dia de cultivo. Todas as demais concentrações de nitrogênio reduziram a atividade 

de lacase e atrasaram o pico de máxima atividade em cinco dias, exceto 8 g L- 1 cujo pico de 

atividade (10630 U L-1) também ocorreu no 35º dia. Na concentração de ureia de 2 g L- 1 o 

pico ocorreu no 40º dia e foi de 25670 U L-1, valor 18% menor que a atividade máxima na 

ausência de ureia (35º dia). Com 4 ou 6 g L- 1 de ureia a atividade máxima foi de, em média, 

23100 U L-1 no 40º dia. Dessa forma, nas etapas experimentais subsequentes A. subrufescens 

U7-1 foi cultivado em meio com adição de ureia 2 g L-1 e A. subrufescens U7-3 foi cultivado 

sem ureia. 
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Figura 2. Atividade de lacase (média ± desvio padrão) de Agaricus subrufescens U7-3 

crescido em meio líquido contendo glicose (10 g L-1) como fonte de carbono e suplementado 

com diferentes concentrações de ureia ao longo de 45 dias de cultivo. 
 

 

Fonte: Autores. 

 

A produção de lacase por fungos tem sido descrita como altamente dependente das 

condições de cultivo, variando de acordo com a fonte e concentração de nitrogênio e carbono, 

cultivo estático ou agitado e com a presença de indutores (Martani et al., 2017). O efeito da 

concentração de nitrogênio na produção desta enzima também varia de acordo com a espécie 

e cepa avaliada (Giardina et al., 2010). Ullrich et al. (2005), em cultivo submerso de A. 

subrufescens com suco de tomate relataram a produção de 5000 U L-1 de lacase, atividade 4,8 

vezes menor que a observada neste estudo para A. subrufescens U7-1 com 2 g L-1 de ureia; e 

6,3 vezes menor que a de A. subrufescens U7-3 na ausência de ureia. Valle et al. (2015), por 

outro lado, reportaram níveis maiores de atividade de lacase (45000 U L-1) quando outra 

linhagem de A. subrufescens (U2-4) foi cultivada em meio líquido com 10 g L-1 de glicose e 6 

g L-1 de ureia, maior que as observadas neste estudo para as linhagens U7-1 e U7-3. 

Entretanto, também corroborados pelos resultados de Valle et al. (2015), nossos 

resultados demonstram que menores concentrações de ureia no meio de cultivo favorecem a 

atividade de lacase de A. subrufescens cultivado em meio líquido. Ao compararmos apenas as 

máximas atividades observadas neste estudo (Figura 3) fica evidente a redução da atividade 

de lacase com o aumento da concentração de ureia para ambas as linhagens.  

 

 



Research, Society and Development, v. 9, n. 12, e12391210942, 2020 

(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i12.10942 

11 

Figura 3. Atividade máxima de lacase (média ± desvio padrão) de Agaricus subrufescens U7-

1 e A. subrufescens U7-3 crescidos em meio líquido contendo glicose (10 g L-1) como fonte 

de carbono e suplementado com diferentes concentrações de ureia. 
 

 

Fonte: Autores. 

 

A atividade de lacase de outras espécies de basidiomicetos também foi maior em 

condições limitantes de nitrogênio. Eggert et al. (1995), ao avaliarem a influência da 

concentração de nitrogênio na atividade de lacase de Pycnoporus cinnabarinus, observaram 

maior produção de lacase nas menores concentrações de sulfato de amônio (2,4 mM). Hou et 

al. (2004), observaram que Pleurotus ostreatus crescido em meio contendo ureia produziu 

mais lacase com menor concentração de nitrogênio (0,5 g L-1). O aumento da atividade de 

lacase relacionado a alterações na concentração de nitrogênio pode ser explicado pelo 

envolvimento direto deste nutriente na expressão gênica da enzima, uma vez que a regulação 

da expressão gênica de lacase em nível transcricional foi demonstrada (Collins & Dobson, 

1997). A presença de sequências conservadas que correspondem a sítios de ligação de 

proteínas NIT2, envolvidas na regulação do metabolismo de nitrogênio, foram descritas em 

promotores de genes de lacase (Giardina et al., 2010) sugerindo papel importante do 

nitrogênio diretamente na regulação da expressão gênica. 

As atividades de lacase das linhagens de A. subrufescens em meio de cultivo com fontes 

alternativas de carbono estão nas figuras 4 e 5. Nos meios de cultivo com adição de melaço de 

soja (MS) a atividade de lacase foi drasticamente reduzida. A atividade média de lacase de A. 

subrufescens U7-1 (Figura 4) na presença de MS foi de apenas 1240 U L-1 sendo indetectável 

em alguns dias do cultivo. Para A. subrufescens U7-3 (Figura 5) a atividade média de lacase 

no meio com MS como fonte de carbono foi de 4620 U L-1. Fabrini et al. (2016) relataram que 
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a adição de melaço de soja, apesar da elevada concentração de açúcares fermentescíveis, não 

alterou a atividade de lacase de Pycnoporus sanguineus resultados que estão de acordo com 

os observados no presente estudo. Apesar de rico em açúcares, o que para algumas espécies 

de fungos pode favorecer a atividade de lacase, outros componentes do MS podem afetar 

negativamente o micélio e a atividade enzimática (Elisashvili et al., 2017). 

 

Figura 4. Atividade de lacase (média ± desvio padrão) de Agaricus subrufescens U7-1 

crescido em meio líquido contendo 2 g L-1 de ureia e diferentes fontes de carbono (10 g L-1 de 

açúcares totais) fornecidas com glicose, melaço de cana-de-açúcar (MC) e melaço de soja 

(MS). 
 

 

Fonte: Autores. 

 

Dentre as fontes de carbono alternativas avaliadas para substituição da glicose no meio 

de cultivo, o melaço de cana-de-açúcar (MC) aumentou (p ≤ 0,05) a atividade de lacase de 

ambas as linhagens. Para A. subrufescens U7-1 (Figura 4) a atividade máxima de lacase foi de 

34300 U L-1 no meio com MC no 25º dia de cultivo. Atividade enzimática 44% maior que a 

observada para o controle com glicose. Ademais, o meio com MC antecipou em 5 dias o pico 

de atividade, do 30º para o 25º dia de cultivo. Para A. subrufescens U7-3 (Figura 5) a 

atividade máxima de lacase foi de 40250 U L-1, 25% maior que a atividade de lacase no meio 

com glicose. 

O meio com MC também antecipou o pico de atividade de A. subrufescens U7-3 do 35º 

para o 20º dia de cultivo. Ao comparar-se a produtividade, relativa ao pico de lacase, das 

linhagens de A. subrufescens nos meios com glicose e MC ficou evidente a maior produção de 
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lacase pela espécie no meio com a fonte alternativa de carbono. No meio com glicose a 

produtividade do micélio de A. subrufescens U7-1 foi de 800 U dia-1 enquanto no meio com 

MC a produtividade foi de 1370 U dia-1, um aumento de mais de 71% na produtividade do 

micélio. Para o micélio de A. subrufescens U7-3 a produtividade passou de 900 U dia-1 no 

meio com glicose para mais de 2000 U dia-1 no meio com MC, mais de 120% de aumento. 

 

Figura 5. Atividade de lacase (média ± desvio padrão) de Agaricus subrufescens U7-3 

crescido em meio líquido sem adição de ureia e com diferentes fontes de carbono (10 g L-1 de 

açúcares totais) fornecidas com glicose, melaço de cana-de-açúcar (MC) e melaço de soja 

(MS). 
 

 

Fonte: Autores. 

 

Valle et al. (2014), analisando a produção de lacase A. subrufescens em meio contendo 

melaço de cana-de-açúcar e 2 g L-1 de ureia, relataram pico de atividade de lacase de 9630 U 

L-1 no 10º dia de cultivo. No presente estudo as atividades de lacase de A. subrufescens U7-1 

e U7-3 em um meio de cultivo com a mesma composição foram 3,5 e 4,2 vezes maiores, 

respectivamente. Tais resultados indicam a variabilidade de respostas das diferentes cepas da 

mesma espécie às condições do meio de cultivo. Além disso, o MC é uma fonte de carbono 

complexa cuja composição reflete as características sazonais da produção de cana-de-açúcar, 

bem como as peculiaridades do processo industrial de produção de açúcar (Arakaki et al., 

2011) o que pode interferir na concentração e tipos de açúcares fermentescíveis do melaço e 

sua disponibilidade para o fungo (Elisashvili et al., 2008). Usualmente os açúcares presentes 

no MC em maior concentração são a sacarose e a glicose e essa combinação aliada aos demais 

componentes do melaço como minerais, aminoácidos e vitaminas (Feltrin et al., 2000) afetou 
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positivamente a atividade de lacase. Como os picos de atividade foram antecipados pelo MC, 

na etapa experimental subsequente os cultivos foram conduzidos por 30 dias e a fonte de 

carbono utilizada foi o MC. 

A adição de indutores ao meio de cultivo a base de MC contendo ureia ou não, afetou o 

perfil de produção de lacase ao longo do tempo das duas cepas de A. subrufescens (Figuras 6 

e 7). Todos os indutores promoveram um rápido aumento da atividade de lacase de A. 

subrufescens o que não ocorreu no meio sem a adição destes compostos. Para A. subrufescens 

U7-1 (Figura 6) o efeito mais significativo (p ≤ 0,05) foi observado cinco dias após a adição 

do composto fenólico vanilina ao meio de cultivo. A vanilina promoveu um aumento de 29% 

na atividade máxima de lacase (44380 U L-1) e antecipou o pico de atividade do 25º para o 10º 

dia de cultivo. Esta antecipação na produção enzimática representou um salto de 

produtividade do micélio de 1370 U dia-1 para 4438 U dia-1. A atividade enzimática na 

presença de etanol e álcool veratrílico não diferiu (p > 0,05) da atividade máxima no meio 

sem indutor, contudo, a antecipação do pico para o 10º dia elevou a produtividade para 3670 

U dia-1. O guaiacol, por outro lado, atrasou o pico de atividade para o 30º dia, mas a atividade 

de lacase alcançou 43840 U L-1. Mesmo apresentando um pico mais tardio, a produtividade 

do micélio no meio com guaiacol (1460 U dia-1) foi maior do que no meio sem indutor. 

 

Figura 6. Atividade de lacase (média ± desvio padrão) de Agaricus subrufescens U7-1 

crescido em meio líquido contendo 2 g L-1 de ureia e melaço de cana-de-açúcar (10 g L-1 de 

açúcares totais), suplementado com 1 mM de diferentes compostos químicos: etanol (Etn), 

guaiacol (Gua), vanilina (Van) e álcool veratrílico (AVer). A seta indica o momento em que 

os compostos foram adicionados ao meio de cultivo.  
 

 

Fonte: Autores. 
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Os indutores também afetaram a atividade de lacase de A. subrufescens U7-3 (Figura 7). 

A vanilina e o álcool veratrílico promoveram a maior atividade de lacase (44770 U L-1), mas 

atrasaram o pico de atividade em 10 dias comparado o meio sem indutor. Entretanto, é 

importante destacar que no meio com vanilina a atividade de lacase no 10º dia (40400 U L-1) 

foi similar (p > 0,05) à atividade máxima no meio sem indutor (40250 U L-1) que ocorreu no 

20º dia, implicando em um aumento de 100% na produtividade. O etanol e o guaiacol também 

atrasaram o pico de atividade para o 30º dia. 

 

Figura 7. Atividade de lacase (média ± desvio padrão) de A. subrufescens U7-3 crescido em 

meio líquido melaço de cana-de-açúcar (10 g L-1 de açúcares totais), suplementado com 1 mM 

de diferentes compostos químicos: etanol (Etn), guaiacol (Gua), vanilina (Van) e álcool 

veratrílico (AVer). A seta indica o momento em que os compostos foram adicionados ao meio 

de cultivo. 
 

 

Fonte: Autores. 

 

Nossos resultados revelaram, portanto, que diferentes cepas de A. subrufescens 

apresentam lacases induzíveis pela presença de compostos fenólicos como a vanilina. A 

indução de lacase por tais compostos e outras classes químicas é conhecida. Valle et al. 

(2015) relataram a indução e lacase de A. subrufescens por vanilina, guaiacol, etanol e álcool 

veratrílico, porém, a atividade de lacase foi menor do que a observada no presente estudo. 

Para A. subrufescens U2-4, por exemplo, Valle et al. (2015) relataram 27300 U L-1 de 

atividade de lacase induzida por vanilina, valor 1,6 vezes menor que o observado para A. 

subrufescens U7-1 e U7-3 no mesmo intervalo de tempo. Os resultados do presente estudo e 

os de Valle et al. (2015) indicam que a resposta de A. subrufescens a indutores químicos é 
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fortemente dependente da linhagem avaliada. O uso de compostos fenólicos para indução de 

lacase de várias outras espécies de basidiomicetos já foi relatada como para Lentinus strigosus 

em meio com guaiacol (Myasoedova et al., 2008), Ganoderma lucidum em meio com 

pirogalol (Elisashvili et al., 2009) e Lentinus crinitus em meio com guaiacol, xilidina e álcool 

veratrílico (Santana et al., 2018). 

Compostos químicos fenólicos ou álcoois quando incorporados ao meio de cultivo 

podem ser tóxicos ao micélio provocando um estado de estresse oxidativo que afeta 

diretamente a transcrição de genes de lacase (Palmieri et al., 2000). Genes que codificam 

lacases e outras ligninases de fungos são diferencialmente regulados em resposta a compostos 

fenólicos (Piscitelli et al., 2011). A presença destes compostos afeta a transcrição gênica 

graças à presença de sequências conservadas presentes na região promotora dos genes 

denominadas elementos responsivos à xenobióticos (XRE) (Almeida et al., 2018). Por 

interação indireta com XRE, compostos indutores aumentam a transcrição de genes de lacase 

(Giardina et al., 2010; Elisashvili et al., 2009). 

A capacidade do extrato enzimático de A. subrufescens descolorir corantes têxteis foi 

avaliada utilizando-se os extratos de A. subrufescens U7-1 e U7-3 contendo lacase induzida 

por vanilina no 10º dia de cultivo. As reações de descoloração foram preparadas sem a 

presença de peróxido de hidrogênio, minimizando a ação de peroxidases. Todos os corantes 

foram descoloridos parcialmente pelo extrato enzimático de A. subrufescens e os resultados 

da descoloração ao longo de 72 horas estão na figura 8. Em 24 horas os extratos de A. 

subrufescens U7-1 e U7-3 promoveram 65% e 70%, respectivamente, de descoloração do 

RBBR. Para A. subrufescens U7-3 não houve redução adicional da cor até 72 horas (Figura 

8B), contudo, para A. subrufescens U7-1, a mudança da cor da reação levou a uma aparente 

diminuição do percentual de descoloração do RBBR (Figura 8A). Tal fato ocorre quando a 

descoloração do RBBR é avaliada por espectrofotometria, pois produtos intermediários da 

biodegradação do RBBR por lacase absorvem luz no mesmo comprimento de onda do corante 

íntegro e elevam a absorvância da reação de descoloração (Eichlerová et al., 2007). Vale 

destacar, porém, que o acúmulo destes intermediários químicos e a elevação da absorvância 

são indicativos da atuação efetiva de lacase sobre a estrutura do RBBR (Pype et al., 2019). As 

diferenças na descoloração do RBBR das cepas de A. subrufescens observadas neste estudo 

sugerem que as linhagens produziram lacases com mecanismos de ação diferentes durante o 

cultivo e indução por vanilina, o que pode ser explicado pela expressão de isoenzimas 

distintas. Xiao et al. (2004), relataram que a suplementação do meio com o composto vanilina 

induziu a expressão de uma isoenzima de Trametes sp. que não fora expressa na ausência 
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deste indutor. Em fungos, a produção de isoenzimas é comum e genes de lacase se organizam 

em famílias com vários genes (Yan et al., 2019). 

O corante triarilmetano VM foi descolorido mais rapidamente por A. subrufescens U7-1 

do que por A. subrufescens U7-3 (Figura 8). A. subrufescens U7-1 reduziu a cor do VM em 

70% após 24 h e A. subrufescens U7-3 só promoveu 70% de descoloração após 72 h. O 

extrato enzimático de A. subrufescens foi pouco eficiente em descolorir o corante azo PR5 e a 

máxima descoloração observada ocorreu com A. subrufescens U7-3 com 22% de redução da 

cor em 72 h. Santos et al. (2004), relataram o cultivo de A. subrufescens em meio líquido 

suplementado com o corante reativo azul-BF-R (0,5 g L-1), porém não detectaram 

descoloração significativa (< 8%). Portanto, até o momento, os resultados deste estudo são os 

primeiros a demonstrar a capacidade da lacase de A. subrufescens cultivado em meio líquido 

descolorir corantes têxteis. 

 

Figura 8. Descoloração (média ± desvio padrão) dos corantes remazol azul brilhante R 

(RBBR), verde malaquita (VM) e preto reativo 5 (PR5) pelo extrato enzimático de A. 

subrufescens U7-1 (A) e A. subrufescens U7-3 (B) obtido no pico de atividade máxima de 

lacase induzida por vanilina. 
 

 

Fonte: Autores. 

 

Variações na eficiência de degradação de diferentes classes químicas de corantes podem 

ocorrer por fatores como características da enzima e complexidade da estrutura molecular dos 

corantes (Chatha et al., 2017). A presença de resíduos de aminoácidos específicos nos sítios 

ativos da lacase podem afetar a interação enzima-substrato e o potencial redox da enzima, 

provocando diferenças na descoloração (Glazunova et al., 2018). Adicionalmente, diferenças 

no potencial redox entre a lacase e diferentes substratos determinam a taxa de oxidação do 

substrato. Lacases possuem quatro átomos de cobre em três sítios de ligação sendo o cobre do 

sítio T1, o aceptor primário de elétrons cuja redução é etapa limitante do processo catalítico 
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(Morozova et al., 2007). Portanto, lacases somente oxidam compostos com potencial redox 

menor do que o potencial redox do cobre T1 o que pode limitar a eficiência de descoloração 

(Giardina et al., 2010). Corantes possuem estruturas complexas e o tipo de interação com o 

sítio ativo da enzima pode determinar a taxa de descoloração. Corantes que formam número 

maior de ligações de hidrogênio com o sítio catalítico de lacases são mais eficientemente 

descoloridos (Hsu et al., 2012; Glazunova et al., 2018), contudo a possibilidade de interações 

adicionais do tipo π-π e van der Waals entre corante e enzima podem favorecer a 

descoloração (Morales-Álvarez et al., 2017). A afinidade da lacase de A. subrufescens por 

corantes ainda não foi determinada, mas sabe-se que a afinidade de lacases diferentes pelos 

mesmos substratos pode variar bastante (Nakade et al., 2010). 

Agaricus subrufescens representa uma fonte de recursos biotecnológicos e, apesar do 

número limitado de corantes analisados e da avaliação preliminar da descoloração, pode 

produzir enzimas para biorremediação de efluentes coloridos. 

 

4. Conclusões 

 

As menores concentrações de ureia favorecem a atividade de lacase de Agaricus 

subrufescens. A substituição da fonte de carbono no meio de cultivo por melaço de cana-de-

açúcar produz grande atividade de lacase e antecipa o pico e atividade enzimática. A 

suplementação do meio de cultivo com compostos químicos aumenta a atividade de lacase e 

antecipa o pico de atividade. A maior atividade de lacase de A. subrufescens U7-1 (44380 U 

L-1 no 10º dia) ocorre em meio com 2 g L-1 de ureia, melaço de cana (10 g L-1 de açúcares) e 1 

mM de vanilina. A maior atividade de lacase de A. subrufescens U7-3 (44770 U L-1 no 30º 

dia) ocorre em meio sem ureia, com melaço de cana (10 g L-1 de açúcares) e 1 mM de 

vanilina. Os extratos enzimáticos de A. subrufescens U7-1 e U7-3 produzidos no 10º dia de 

cultivo promovem a descoloração do RBBR em 24 horas (65% e 75%, respectivamente) e do 

VM (70% em 24 horas e 72 horas, respectivamente), mas não reduzem a cor do PR5 de forma 

significativa. A lacase de A. subrufescens produzida em meio de baixo custo é uma alternativa 

para a descoloração de corantes. Contudo, novos estudos são necessários para a purificação da 

lacase e avaliação de seu potencial para a descoloração de outros corantes. 
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