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SILVA, M. A. Purificação e caracterização de lacase de Lentinuscrinitus.2019. 51 p. 

Trabalho de Conclusão de Curso – Universidade Federal de Campina Grande, Área de 

Concentração: Biotecnologia, Sumé, SP. 

RESUMO 

A busca por novas biomoléculas tem sido relatada por vários grupos de pesquisadores 

devido à crescente aplicabilidade em diversos setores.A lacase é uma enzima de grande 

importância no desenvolvimento de tecnologias verdes, dessa forma são consideradas 

“ecofriendly”.Nesse trabalho, objetivou-sepurificar e caracterizar a enzima lacase produzida 

pelo fungoLentinuscrinitus durante fermentação semissólida, tendo a fibra de coco verde 

suplementada com farinha de soja como substrato. Foi realizada a cinética de produção de 

lacase e biossurfactantes. Alacase foi purificada por meio da precipitação com sulfato de 

amônio, seguido de diálise e cromatografia de troca iônica com uso de coluna de troca iônica 

Inertsil CX. A lacase purificada foi caracterizada em relação a temperatura e pH ótimos e à 

estabilidade ao pH e à temperatura.O pico de atividade de lacase na FSS ocorreu no sexto dia 

de fermentação com 174 U.L.-1. A precipitação com 80% de saturação de sulfato de amônio foi 

eficiente na separação da lacase do biossurfactante.A CLAE apresentou um pico único de 

atividade de lacase, sendo que o rendimento foi de 4,79% e o fator de purificação foi de 0,13. 

A temperatura e pH ótimos foram de 40  C e 2,2 respectivamente. Os altos valores de meia vida 

indicam o potencial de aplicação de lacase purificada de L. crinitusem processos 

biotecnológicos. 

Palavras-chave: ABTS, basiodiomiceto, biossurfactante, enzima ligninolítica, fibra de 

coco verde 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SILVA, M. A. PurificationandcharacterizationofLentinuscrinitusLaccase. 2019. 51 p. Final 

Paper – Federal Universityof Campina Grande, AreaofConcentration: Biotechnology, Sumé, 

PB. 

ABSTRACT 

The search for new biomolecules has been reported by several groups of researchers due to the 

increasing applicability in various sectors. Laccase is an enzyme of great importance in the 

development of green technologies, so they are considered ecofriendly. This work aimed to 

purify and characterize the laccase enzyme produced by the fungus Lentinuscrinitus during 

semi-solid fermentation, using green coconut fiber supplemented with soy flour as substrate. 

The kinetics of laccase and biosurfactant production were performed. Laccase was purified by 

ammonium sulfate precipitation, followed by dialysis and ion exchange chromatography using 

Inertsil CX ion exchange column. The purified laccase was characterized in relation to the 

optimum temperature and pH and the stability at pH and temperature. The FSS laccase activity 

peak occurred on the sixth day of fermentation with 174 U.L.-1. Precipitation with 80% 

ammonium sulfate saturation was efficient in separating the biosurfactant laccase. HPLC 

showed a single peak of laccase activity, with a yield of 4.79% and a purification factor of 0.13. 

The optimum temperature and pH were 40 C and 2.2 respectively. The high half-life 

valuesindicate the potential for application of purified L. crinitus laccase in biotechnological 

processes. 

Key words: ABTS, basiodiomycete, biosurfactant, ligninolytic enzyme, green coconut fiber. 
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1  INTRODUÇÃO 

A busca por novas biomoléculas tem sido relatada por vários grupos de pesquisadores 

devido à crescente aplicabilidade em diversos setores industriais, como alimentício, 

biorremediação, farmacêutico, entre outros (CHOI; HAN; KIM, 2015). Entre essas 

biomoléculas, destaca-se a lacase, que são glicoproteínas polifenol oxidases, que podem possuir 

3 ou 4 átomos de cobre desempenhando papel essencial no sítio catalítico enzimático 

(STRONG; CLAUS, 2011). Essas enzimas abstraem elétrons do substrato e os transferem para 

o núcleo de cobre com concomitante redução de oxigênio em água, esse mecanismo favorece 

ainespecificidade da lacase, que dessa forma, pode ser aplicadaem diversos processos 

biotecnológicos (VARJANI, 2016). 

As atividades agroindustriais geram grandes quantidades de resíduos sólidos que podem 

ser utilizados em processos fermentativos para a produção de enzimas a partir de fungos 

basidiomicetos (ERGUN; UREK, 2017; PERALTA et al., 2017). A fibra de coco verde é um 

resíduo agroindustrial gerado em grande quantidade no Brasil (MARTINS et al., 2013), e que 

apresenta composição lignocelulósica favorável para produção de enzimas ligninolíticas (NISA 

et al. 2014). O fungo Lentinuscrinitus, causador da prodridão branca da madeira, é reconhecido 

pela capacidade de produzir a lacase em diversos substratos e de degradar poluentes (BOSCO; 

MOLLEA; RUGGERI, 2016; ALMEIDA; OLIVEIRA; SOUZA, 2018). 

Na literatura, verifica-se que as lacases vêm sendo aplicadas para a degradação de 

diferentes tipos de compostos orgânicos recalcitrantes, como os corantes têxteis sintéticos 

(MOREIRA-NETO; MILAGRES; MUSSATTO, 2014; ALMEIDA et al., 2018), e 

organoclorados (PACHECO; SOARES, 2014; COELHO et al., 2019), e por isso, são 

consideradas enzimas “ecofriendly”, pois contribuem para o desenvolvimento de tecnologias 

verdes (RODRÍGUEZ-COUTO et al., 2012; SENTHIVELAN et al., 2016). 

Considerando a importância das lacases para a aplicação em diversas áreas, esse 

trabalho propôs a utilização da fibra de coco verde para a produção, purificação e caracterização 

da lacase de Lentinuscrinitus CCIBT 2611. 
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2  OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Produzir, purificar e caracterizar a lacase produzida pelo fungo basidiomiceto 

Lentinuscrinitus. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar o potencial da fibra de coco verde na produção de lacase e de 

biossurfactantes em FSS; 

 Purificar a lacase produzida pelo fungo basidiomiceto L. crinitus; 

 Caracterizar a enzima purificada quanto a temperatura e pH ótimos e a 

estabilidade a esses parâmetros.  

3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 A Biotecnologia e o Mercado 

Globalmente, muitos são os desafios enfrentados a compensar os efeitos das mudanças 

climáticas, do descaso ambiental, assim como, dos problemas reemergentes.Umas das 

prioridades nessas resoluções é a busca, por meio da biotecnologia, de soluções com potencial 

e viabilidade de remediar questões socioambientais. Segundo a UNESCO, a biotecnologia é 

uma ciência que busca o desenvolvimento nas áreas de indústria, medicina e agricultura por 

meio de processos biológicos utilizando plantas, animais e microrganismos com o objetivo de 

melhoria na qualidade de vida da sociedade. 

A biotecnologia vem sendo utilizada há milhares de anos na área de bioprocessos 

envolvendo a fermentação de diversas matérias primas para gerar uma variabilidade de produtos 

microbiológicos aquecendo o mercado de proteínas e enzimas utilizadas na catálise de reações 

bioquímicas. Dentre esses produtos, destacam-se os antibióticos, pesticidas, defensivos, 

biocompostos oriundos de processos envolvendo microrganismos (SALERNO et al., 2018), 

bem como enzimas e biossurfactantes(MARTINHO et al., 2019) 

Segundo IFPMA - International Federation 

ofPharmaceuticalManufacturers&Associations (2017), a indústria tem investido 

constantemente em inovação nos Estados Unidos, sendo que20% do faturamento anual é 

aplicado em P&D (Pesquisa e Desenvolvimento) referente as áreas de biotecnologia e 

farmacologia, o que representa cerca de US$ 80 bilhões/ano. Esse percentual tem como 
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consequência a produção de mais de 50% de novas moléculas que foram desenvolvidas no 

mundo na década passada. Vale ressaltar que o mercado biotecnológico está em expansão em 

países pertencentes à União Europeia, e países emergentes da Ásia, como a China e Singapura. 

Dados publicados pela Enzymes Market Size (2019) estimam que o mercado de enzima 

tenha crescimento anual de 6,8% entre os anos 2019 a 2026 atingindo um valor de mercado de 

US$ 8,6 bilhões. Esse mercado está em exponencial desenvolvimento a partir da demanda de 

produtos farmacêuticos por enzimas eficientes, assim como, no setor de energia, combustível e 

alimentício. Em aplicações, cerca de 500 produtos são produzidos a partir de enzimas (KUMAR 

e SINGH, 2013). 

3.2 Fungos Ligninolíticos 

Os fungos constituem um grupo muito diversificado em relação a sua forma, à estrutura 

e à capacidade metabólica, e se desenvolvem por meio da metabolização de matéria orgânica e 

tem o crescimento afetado por fatores físicos e químicos como temperatura, umidade, 

concentração de oxigênio, pH, micronutrientes, fontes de carbono e nitrogênio, entre outros 

(LOGUERCIO-LEITE; ESPOSITO, 2004). Os fungos basidiomicetos possuem fase 

vegetativa, o micélio, que é formado por muitos filamentos denominados hifas, 

caracteristicamente produzem uma estrutura chamada basidiocarpo(Figura 1). Popularmente 

são conhecidos como de cogumelos ou orelhas-de-pau(GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998).  

Figura 1. Basidiocarpo de LentinuscrinitusCCIBT 2611 

 

Fonte: Gugliotta e Capelari(1998) 

Os basidiomicetos ligninolíticos excretam para o ambiente enzimas que são capazes de 

metabolizar polímeros complexos em moléculas menores, e que posteriormente, são utilizadas 

como nutrientes. Estes fungos basidiomicetos, decompositores de madeira, podem ser 



20 
 

classificados como causadores de podridão branca e podridão parda, atuando na degradação de 

matéria orgânica dinamizando a ciclagem de nutrientes (TUOMELA et al., 2000). Os fungos 

causadores da podridão parda degradam principalmente a celulose e hemicelulose, restando 

apenas moléculas de lignina. Já os fungos causadores de podridão branca apresentam 

complexos enzimáticos capazes de sintetizar fontes complexas de carbono, degradando além 

de celulose e hemicelulose, a lignina restando a madeira com aparência esbranquiçada. 

(LEONOWICZ et al., 1999; SHAH; NERUD, 2002).  

A utilização de fungos basidiomicetos em processos biotecnológicos vem ganhando 

destaque devido a capacidade de crescimento em suporte agroindustriais, assim como de 

biodegradação de substâncias nocivas ao meio ambiente, podendo ser aplicados na 

biorremediação de poluentes orgânicos como corantes (SOTERO et al, 2017), organoclorados 

(COELHO et al 2019), compostos aminoaromáticos (LIMA et al., 2018), hidrocarbonetos 

aromáticos (VIEIRA et al., 2018). 

3.3Lentinuscrinitus 

O fungo L.crinitus é classificado, segundo o Catalogue of Life (2019), em Filo 

Basidiomicota; Classe Basidiomicetos; Ordem Poliporales; Família Poliporaceae e gênero 

Lentinus. Esse fungo é classificado como fungo de podridão branca, possui ampla distribuição 

na América do Sul, América Central, assim como, na África e Ásia e pode ser encontrado em 

madeira em decomposição (MAIA et al., 2006). No Brasil, há ocorrência do fungo na Região 

Amazônica e Mata Atlântica (COSTA; JESUS, 2010). 

O gênero Lentinus é conhecido por produzir enzimas ligninolitícas(VALLE et al., 

2014), bem como por degradar diferentes resíduos xenobióticos, como dicloclorofenol (JIA et 

al., 2016), e corante sintéticos (ALMEIDA et al., 2018, NIEBISCH et al., 2010). L. crinitusé 

utilizado na alimentação por grupos de indígenas da Amazônia Ocidental (FRANCO-

MOLANO et al., 2005). Ainda, fungos do gênero Lentinus fazem parte dos cogumelos 

comestíveis consumidos pelatribo indígena amazonense Sanӧma, pertencente ao grupo étnico 

Yanomami(NISHIKIDO, 2019). 

3.4Fermentação Semisólida (FSS) 

Diante do elevado custo para a produção de enzimas ligninocelulósicas, a fermentação 

semissólida (FSS) torna-se uma alternativa viável com a possibilidade do uso de uma variedade 
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de substratos, que apresentam baixo custo, favorecendo o uso dessas enzimas em aplicações 

industriais (GAOet al., 2008). 

A FSS é um processo que utiliza substratos sólidos como suporte para crescimento de 

microrganismos e produção de metabólitos, tanto primários como secundários. Esses suportes 

são utilizados por fungos como fonte de carbono ou apenas como suporte inerte. A FSS possui 

como principal característica a presença de baixos níveis de água livre (SINDHU et al., 2015). 

Esse tipo de fermentação torna-se vantajosa por apresentar menores possibilidades de 

contaminação devido ao baixo nível de água livre, além da formação de um pequeno volume 

de subprodutos durante o processo, maior produtividade, assim como maior concentração do 

produto final, e principalmente, a possibilidade de utilização de resíduos agroindustriais como 

substrato (CASTRO; PEREIRA JR., 2010; YAZID et al., 2017). 

3.5Coco Verde (Cocos nucifera L.) 

A parede celular dos vegetais é complexa e resistente, sendo que o material 

lignocelulósico corresponde a 60% da biomassa vegetal. Desse percentual, 10 a 30% 

corresponde a lignina, 15 a 35% a hemicelulose, e 30 a 50% corresponde ao teor de celulose, 

variando os percentuais de polissacarídeos de acordo com a matéria-prima e estado vegetativo 

da biomassa (RESENDE, 2017).  

A casca de coco verde (CV) representa em torno de 80% damassa total do fruto,sendo 

composto pelo endocarpo, mesocarpo e epicarpo. A fibra de CV possui uma alta umidade, e a 

falta de aproveitamento do resíduo condiciona o destino final ao deposito em lixões. Entretanto, 

alguns setores da indústria utilizam esses resíduos para produção de produtos biotecnológicos, 

associando o ganho socioeconômico com os aspectos ambientais. O uso da fibra de coco é 

verificado na produção de compósitos poliméricos de polietileno (PERES, 2018), na produção 

de carboximetilcelulose (STEGMILLER et al., 2013), assim como, na imobilização de enzima 

lacase para clarificação de suco (LACERDA et al., 2018). 

3.6Enzimas do Complexo Ligninolítico 

As enzimas do complexo enzimático ligninolítico, produzidas por fungos de podridão 

branca, são assim chamados pelo fato de serem capazes de degradar a celulose, a hemicelulose 

e a lignina devido a produção de duas classes principais de enzimas: as enzimas hidrolíticas – 

relacionadas à degradação de celulose e hemicelulose – e as enzimas fenoloxidases e 

peroxidades – que estão relacionadas à degradação da lignina (NOVOTNY. et al., 2004; 

FARIA, 2010). 
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As principais enzimas ligninolíticassão a Manganês Peroxidase (MnP), a Lignina 

Peroxidase (LiP) e a Lacase, sendo que MnP e LiP possuem a capacidade de clivar ligações 

moleculares na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2) (AGUIAR 2006), e devido a isso 

podem ser utilizadas para remoção de moléculas de difícil degradação de compostos 

recalcitrantes.Entretanto, as peroxidases não são muito utilizadas devido a possibilidade de sua 

atividade ser prejudicada pela formação de radicais livres (SILVA, 2014). Por outra via, as 

lacases atuam na catálise de compostos fenólicos, e não fenólicos na presença de oxigênio. Para 

a degradação de compostos não fenólicos, as lacases necessitam de mediadores enzimáticos 

para aumentar o potencial redox (GARCIA, 2009). 

3.7Lacase 

A lacase foi descrita pela primeira vez emuma árvore japonesa, Rhusvernicifera 

(YOSHIDA, 1883). A presença de metais no sítio ativo, bem como a ocorrência de lacases em 

fungos foram registradas por Bertrand em 1885 (BERTRAND, 1886). O interesse 

biotecnológico pelaslacases fúngicas surgiu pela constataçãode que os fungos conseguem 

suportar ambientes adversos, a partir da liberação de enzimas capazes de atuar em diversas 

situações (VISWANATH et al., 2008). Além disso, a maioria das lacases fúngicas são 

identificadas como glicolisadas, auxiliando na estabilidade enzimática (CHO et al., 2011). 

As lacases são ligninases (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigêniooxidoredutase) produzidas 

por fungos basidiomicetos que contém três ou quatro átomos de cobre (JANUSZ et al., 2013). 

A Figura 2 representa um modelo tridimensional da estrutura dimérica da lacase de Lentinus 

sp.A reação enzimática inicia-se quando ocorre a transferência de elétron do substrato para um 

dos átomos de cobre e então há formação de um radical livre concomitantemente à redução do 

oxigênio à água (MANAVALAN; MANAVALAN; HEESE, 2015; MARTÍNKOVÁ et al., 

2016, BILAL et al., 2019). A redução do oxigênio forma duas moléculas de água, uma delas é 

transportada rapidamente para a solução e a outra permanece ligada fortemente ao íon cobre 2 

(YAROPOLOV et al., 1994). Primeiramenteo substrato reduz o site T1, depois dissotransfere 

o elétron para o aglomerado trinuclearT2 / T3 (MINOCHEHERHOMJI; PRAJAPATI, 2018) 

(Figura 3). 

 

 

 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-015-0316-3#CR111
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Figura 2 - Estrutura cristalográfica de Lacase de Lentinus sp. 

 

Legenda: em diferentes tons de verde tem-se os dímeros da lacase de lentinus sp. No sítio catalítico da enzima 

contém um núcleo trímero de cobre. NCBI: ID 3X1B. Fonte: autoria própria. 

Figura 3 - Mecanismo catalítico da enzima Lacase. 

 

Fonte: Minocheherhomji e Prajapati (2018) 

A lacase tem recebido atenção devido a capacidade de degradar uma variedade de 

poluentes recalcitrantes, bem como pela inespecificidade(VARJANI, 2016). As lacases podem 

degradar compostos orgânicos de diferentes classes, podendo ser aplicadas em processos de 

biorremediação (MATE; ALCALDE, 2016), atuando na degradação de efluentes têxteis 

(GONZÀLEZ et al., 2019) por meio da desaminação e dessulfonação de corante sintéticos 

(LADE; GOVINDWAR;PAUL, 2015), em efluente papeleiro (SHARMA et al., 2019), na 

degradação de compostos aromáticos (KHAMBHATY et al. 2015), bem como, na sacarificação 

da biomassa e na produção de etanol celulósico (LOMASCOLO et al., 2011). 

Estudos mais recentes demonstram o potencial da lacase na farmacologia. Estudos de 

Brugnerotto et al. (2016) verificaram aimportância da lacase no desenvolvimento de 

biossensores para rutina, um flavonoide. As lacases purificadas podem ser utilizadas para 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-015-0316-3#CR60
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encapsulação celular (ROBERTS et al., 2016) e como inibidoras da transcriptase reversa do 

vírus da ImunodeficiênciaHumana Tipo 1(HIV-1) (ZHANG et al., 2013). 

3.8Biossurfactante 

Biossurfactantessão moléculas anfipáticas de origem microbiana que auxiliam na 

redução da tensão interfacial e superficial dos líquidos imiscíveis (KARLAPUDI et al., 2018), 

que vêm sendo estudados para substituir os surfactantes sintéticos derivados do petróleo (LIU 

et al., 2018). Os microrganismos produzem biossurfactantes com finalidades fisiológicas, 

permitindo que esses cresçam em substratos hidrofóbicos, pela diminuição da tensão 

superficial, disponibilizando-os para o metabolismo (BARBOSA, 2011). Essas substâncias 

tensoativas possuem vantagens especiais em relação aos surfactantes químicos, como alta 

biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior taxa de redução de tensão superficial, solubilidade 

em água, capacidade de atuação em condições drásticas de pH, temperatura e salinidade (LIU 

et al., 2018; TRIPATHI et al., 2019) As características dos biossurfactantes permitem que essas 

biomoléculas possam ser aplicadas em várias áreas, conforme descrito na Tabela 1. 

Tabela 1 - Aplicações dos biossurfcatantes 

Fonte: Singh et al.(2007) 

Indústria  Aplicação  Função do surfactante  

Petróleo  Limpeza de reservatório de 

óleo; aumento da recuperação 

de petróleo  

Reduzir a viscosidade e formar emulsões, 

facilitando a remoção de óleos pesados 

depositados em fundos de reservatórios  

Ambiental  Biorremediação de  

águas e solos  

Emulsificação e remoção de 

hidrocarbonetos; remoção de metais; agente 

espumante; detergente;  

Alimentícia  Emulsificação; ingrediente 

funcional  

Emulsionar favorecendo a consistência e a  

textura; 

Agrícola  Biocontrole Emulsionar pesticidas e herbicidas, 

facilitando a dispersão do composto ativo  

Cosmética  Produtos de higiene e beleza  Emulsificantes, umectantes, espumantes,  

solubilizantes, mediadores da ação 

enzimática  

Farmacêutica  Produtos terapêuticos  Inibir formação de coágulos; atividade  

antibacteriana e antifúngica; vacinas  
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3.9Purificação 

A purificação de produtos biotecnológicos produzidos por microrganismos constitui 

uma etapa complexa e custosa, devido as características dos meios e das biomoléculas de 

interesse, como enzimas. A purificação pode ser dividida em quatro etapas gerais: separação 

das células e fragmentos do meio de cultivo; concentração do material, purificação de alta 

resolução e o condicionamento final do produto (PESSOA Jr.; KILIKIAN, 2005). 

Diferentes técnicas de purificação de proteínas têm sido utilizadas buscando a eficiência 

na obtenção de enzimas.Alguns métodos combinam precipitação e ultrafiltração a fim de 

reduzir o volume, e diferentes técnicas de cromatografia são utilizadas para isolamento e 

captura da enzima desejada, conforme apresentado na Tabela 2. Entretanto, essas operações 

unitárias trazem consigo desvantagens na obtenção quantitativa da enzima. Diante disso, 

técnicas em cromatografia em coluna estão sendo aplicadas em lacases com o objetivo de 

elucidar e otimizar a purificação enzimática (RAJEEVA; LELE, 2011). 

Tabela 2 - Técnicas de purificação de lacases de Fungos. 

Fungo Técnica de Purificação Referências 

Lepiotaventriosospora Troca iônica (3*) 

 Filtração em gel 

Zhang et al. (2013) 

Shiraia sp. Troca iônica (1*) 

Filtração em gel 

Yang et al. (2013)  

Lentinussquarrosulus Troca iônica (1*) 

Filtração em gel 

Mukhopadhyay; Banerjee (2015) 

Lentinustigrinus Coluna de Afinidade Sadeghian-abadi (2019) 

Trametes pubescens Troca iônica (2*) 

Coluna de Afinidade  

Si, Peng e Cui (2013) 

Trametes orientalis  Troca iônica (2*)          Zheng et al. (2017) 

Trichodermaharzianum Troca iônica(1*) 

Filtração em gel 

Bagewadi, Mulla e Ninnekar (2017) 

Deconicacastanella Filtração em gel Coelho (2007) 

Pleurotuseryngii Troca iônica (3*) 

Filtração em gel 

Wang e Ng (2006) 

*: número de cromatografias utilizadas 

Fonte: Autoria própria. 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

A metodologia aplicada está apresentada de forma resumida no Fluxograma 1. 
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Fluxograma 1. Resumo da metodologia utilizada na pesquisa. 

 

4.1 Local de realização do trabalho 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia e de Biologia 

Molecular no Centro de Desenvolvimento Sustentável do Semiárido/CDSA/UFCG/Sumé-PB. 

4.2 Inóculo 

O basidiomiceto L.crinitus CCIBt2611 pertence à Coleção de Cultura de Algas, 

Cianobactérias e Fungos (CCIBt) do Instituto de Botânica, da Secretaria de Infraestrutura e 

Meio Ambiente do Estado de São Paulo. Este fungo foi isolado de basidioma encontrado em 

madeira de mata de restinga no município de São Vicente, Região da Baixada Santista, SP 

(OKINO et al., 2000). 

L. crinitusCCIBT 2611 foi cultivado em meio BDA (Tabela 2) a 28° C até que o 

crescimento atingisse toda a placa de Petri. 

Tabela 3 - Composição do meio de cultura Batata Dextrose Ágar (BDA) utilizado 

para cultivo do inóculo 

COMPONENTE 
QUANTIDADE 

Batata 200 g 

Dextrose 20 g 

Ágar 20 g 

Água destilada q.s.p. 1 L 

Fonte:Fahim(1966) 

Produção de extrato bruto (EB) em FSS pelo fungo 
Lentinus crinitus em fibra de coco

Extração do EB por 
Filtração  

Atividade de 
Lacase

Purificação

Troca Iônica

Caracterização:

pH

Temperatura

Produção de Biossurfactantes

Caracterização:

Estabilidade

pH

Análise Qualitativa de 
Crescimento
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4.3 Preparo do Substrato 

A matéria-prima utilizada como substrato foi constituída de bagaço de coco verde 

(mesocarpo e epicarpo), que foi adquirido na cidade Sumé-PB, triturado em uma forrageira e 

lavado em água corrente até a retirada de todos sólidos solúveis totais, e de farinha de soja 

comercial da marca VITÃO lote 16048. Os substratos foram misturados de modo a se alcançar 

a proporção C/N 90 (MATHEUS et al., 2003). A umidade foi determinada utilizando se o 

determinador de umidade (Shimadzu MOC 63U) por 15 minutos a 105°C, e foi ajustada para 

70% (bu) pela adição de um volume definido de água destilada, considerando que a densidade 

da água é igual a 1 g/cm3, realizou-se o cálculo a partir da Equação 1: 

𝑉𝐴𝐴(𝑔/𝑐𝑚3) =  𝑚𝐴𝐴 =
𝑚𝑖(𝑈2− 𝑈1)

1−𝑈2
       (1) 

Em que: 

VAA: volume de água a ser adicionada ao meio 

mAA: massa de água a ser adicionada 

mi = massa do meio a ser umidificado 

U1 = umidade do meio; 

U2 = umidade do meio desejada. 

 

4.4Fermentação Semisólida(FSS) 

O inóculo foi preparado em frascos de vidro com tampa de rosca com capacidade de 

900 mL e foi constituído de uma mistura de 30 g mesocarpo e epicarpo de coco verde triturado, 

suplementado com 0,3366g de farinha de soja, de forma a obter-se uma relação C/N 90. A 

umidade foi ajustada para 70 %. O sistema foi esterilizado em autoclave por 60 min a 121°C e 

1 atm. Após resfriamento, 10 discos de 5 mm de diâmetro de crescimento micelial foram 

adicionados ao substrato (Ballaminut; Matheus 2007), que foi incubado em estufa a 28° C± 2° 

C durante 21 dias. A Figura 4 apresenta o sistema de cultivo fúngico após os 21 dias de cultivo. 
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Figura 4 - L.crinitus CCIBT 2611 tendo como suporte a fibra de coco verde 

suplementado com farinha de soja C/N: 90 

 

Fonte: Dados da pesquisa 

4.5 Análise Qualitativa do Crescimento Microbiano 

Por meio da observação visual, determinou-se, qualitativamente, o crescimento do 

fungo no substrato submetido à fermentação em estado sólido. O crescimento fúngico foi 

observado e determinado de acordo com o padrão adaptado da ASTM (American Society for 

TestingMaterials), Standard Methods G21-90 (1990), apresentando as seguintes faixas de 

crescimento:  

(-) ausência de crescimento;  

(+) pouco crescimento com turvação de pequenos fragmentos de micélio lançados no meio; 

(++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na superfície do meio;  

(+++) ótimo crescimento de massa micelial da metade a todo frasco. 

 

4.6 Obtenção do Extrato Enzimático 

Em frasco de vidro em que conduziu-sea FSS, adicionou-se 50 mL de tampão acetato 

de sódio 50 mM, pH 5. O conteúdo de cada frasco foi homogeneizado manualmente por 5 

minutos, e em seguida agitado em mesa agitadora a 120 rpm durante 1 hora a 25 °C 

(BALLAMINUT, 2007). O extrato enzimático foi obtido por filtração a vácuo utilizando papel 

filtro. A determinação do pH do extrato bruto foi realizada em pHmetro digital 2600 

INSTRUTHERM devidamente calibrado. 
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4.7 Determinação de Atividade Enzimática 

A atividade de lacase foi determinada pela oxidação do 2,2-azinobis-(3- 

ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS) a 420nm (ὲ= 36 mM- 1 cm-1) durante 600 

segundos, em espectrofotômetro marca Instruterm modelo 1000a , seguindo o método descrito 

por Ballaminut e Matheus (2007). A mistura de reação está expressa na Tabela 4. Uma unidade 

enzimática correspondeu à quantidade de enzima capaz de oxidar 1 μMol de ABTS por minuto. 

Tabela 4 - Concentração da mistura de reação para determinação da atividade 

enzimática. 

Componentes (mM) Concentração (µL) 

Tampão acetato de sódio (50) 450 

ABTS (5) 150 

Extrato Enzimático 900 

Fonte: Ballaminut e Matheus(2007) 

4.8 Avaliação de Produção de Biossurfactante 

A determinação de biossurfactante foi feita por meio do cálculo do Índice de 

Emulsificação (IE). Em tubos de ensaio, com tampa de rosca, foram adicionados 2 mL de 

extrato bruto e 1 mL de querosene marca Five. A mistura foi agitada em vórtex por 2 minutos 

e mantida à temperatura ambiente (25ºC). Após 2 minutos a leitura foi realizada pela medição 

da altura da emulsão formada (BARBOSA; GONDIM; PAZ, 2007). Os testes foram realizados 

em duplicata e o IE foi calculado por meio da Equação 2: 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠ã𝑜 (%) =  
𝐻𝑒

𝐻𝑡
 𝑥 100        (2) 

Sendo:  

He: altura da emulsão;  

Ht: altura total do líquido. 

 

A estabilidade de emulsificação foi avaliada em intervalos de 24 h após o início do 

ensaio, e foi calculada por meio das Equações 3 e 4 (Das et al. 1998) 

𝑉𝐸 (%) =  
𝑎𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠ã𝑜 (𝑚𝑚)𝑥 á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑎 𝑠𝑒𝑐çã𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑎𝑙 (𝑚𝑚)2𝑥 100

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (4000𝑚𝑚)³
                            (3) 

O acompanhamento da estabilidade da emulsão EE (%) foi realizada utilizando se a 

Equação 4. 
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𝐸𝐸 (%) =  
𝑉𝐸𝑡

𝑉𝐸𝑜
(%) 𝑥 100                                                                                        (4) 

Em que: 

VEt(%): volume de emulsão medida no tempo t 

VE0 (%): volume de emulsão no tempo zero 

 

A emulsão foi considerada estável se 24 horas após a formação o volume corresponder 

a um valor igual ou maior que 50% do volume original (WILLUMSEN e KARLSON, 1997). 

Os testes foram realizados em triplicata. 

4.9 Quantificação de Proteínas 

Para a quantificação das proteínas utilizou 4 ml da solução reagente Biureto (0,15 % 

sulfato de cobre; 0,6 % tartarato de sódio e potássio; 3 % hidróxido de sódio; 0,1 % iodeto de 

potássio) e 1 ml da amostra, diluída de forma que a absorbância lida no espectrofotômetro 

estivesse dentro da curva de calibração. As leituras foram realizadas por espectrofotômetro em 

540 nm e a curva padrão foi construída com soro albumina bovina liquida. O espectrofotômetro 

foi previamente zerado com uma amostra em branco contendo: 4 ml da solução reagente Biureto 

e 1 ml de água destilada (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949). 

4.10Purificação de Lacase 

4.10.1 Precipitação com sulfato de amônio (NH4)2SO4 

O extrato enzimático (360 mL) proveniente da FSS, após 6 dias de cultivo (condição de 

maior expressão de atividade da lacase em teste preliminar) foi submetido à precipitação com 

sulfato de amônio a 80% (BURGUESS, 2009)em banho de gelo. Posteriormente, a suspensão 

foi centrifugada a 2.000 rpm durante 20 minutos em temperatura ambiente e o precipitado foi 

ressuspenso em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0; dialisado contra o mesmo tampão 

durante 24 horas. 

4.10.2Cromatografia líquida de alta eficiência(CLAE) 

O extrato enzimático (15 mL) dialisado foi eluídoem coluna Inertsil CX (cromatografia 

de troca iônica), equilibrada em tampão acetato de amônio 0,5 M pH 5,5 (Tampão A)ao fluxo 

de 1 mL min-1, coletando-se frações de 0,5 mL, no total de 20 frações.A fase móvel foi 

constituída de 10% do tampão acetato de amônio0,5 M pH 5,5 e 90% de água deionizada pH 

6,7 durante 4min. Em seguida procedeu-se um gradiente até atingir 100% de tampão acetato de 

amônio por 6 min.As frações obtidas foram submetidas à detecção da atividade da lacase e a 

verificação do melhor pH e temperatura, e suas respectivas estabilidades. 
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4.10.3 Análise: purificação enzimática 

Os cálculos foram realizados conforme as equações propostas por Walker (2009). 

Atividade específica relaciona a sua atividade total com a quantidade total de proteína 

presente na solução, conforme a Equação 5 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠
                                                        (5) 

O rendimento é calculado pela razão entre a atividade do extrato purificado e a atividade 

do extrato bruto (equação 6). 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜(%) =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑝𝑢𝑟𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑜)

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜)
∗  100                                        (6)     

O fator de purificação (Equação 7) indica o quanto a atividade específica da enzima de 

interesse aumentou. Nesse caso, para que a purificação seja bem-sucedida a atividade específica 

da proteína deve ser superior ao valor obtido antes do processo de purificação. 

𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟𝑑𝑒𝑝𝑢𝑟𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎çã𝑜 =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 (𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑝𝑢𝑟𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑜) 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 (𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑏𝑟𝑢𝑡𝑜) 
(7)     

 

4.11 Caracterização de Enzima Purificada 

4.11.1 Determinação da temperatura e do pH ótimos de reação 

A determinação do pH ótimo foi realizada por meio da incubação de 1mL da enzima 

purificada em presença de 1 mL de soluções tamponantesMcIlvaine no intervalo de pH de 2,2 

a 6,6. A determinação da temperatura ótima foi realizada por meio da incubação da enzima 

purificada nas temperaturas de 30 a 80°C, no pH ótimo. Os ensaios foram realizados em 

duplicata. 

4.11.2Determinação da estabilidade ao pH 

A determinação da estabilidade da enzima frente ao pH foi realizada, em duplicata, pela 

incubaçãode 1mL da enzima purificada e 1 mL da solução tampão McIlvaine nos pHs2,2 e 4,8 

nos intervalos de 0, 3, 6, 12, 24, 36 e 72 horas. 

4.11.3Determinação da estabilidade térmica 

A determinação da estabilidade frente a temperatura foi realizada pela incubação da 

enzima purificada em banho-maria nas temperaturas de 40 ºC e 50 ºC, nos intervalos de 0, 3, 6, 
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12, 24, 36 e 72. Em seguida, foi determinada a atividade residual. Os ensaios foram feitos em 

duplicatas. 

4.12Análise dos Resultados 

Os resultados foram analisados por meio de gráficos gerados pela utilização do programa 

computacional Origin Pro 8.0. 

5. RESULTADOS 

5.1 Avaliação Qualitativa de Crescimento de L. crinitus 

O fungo apresentou um crescimento micelial moderado a partir do terceiro dia deincubação, 

e a partir do sexto dia de incubação verificou-se um ótimo crescimento, o que se manteve até 

os 21 dias (Tabela 5). 

Tabela 5 - Avaliação do crescimento do microrganismo. 

Tempo de incubação (dias) 3 6 9 12 15 18 21 

Avaliação do Crescimento ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Legenda: (-) ausência de crescimento; (+) pouco crescimento com turvação de pequenos fragmentos de micélio 

lançados no meio; (++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na superfície do meio; (+++) ótimo 

crescimento de massa micelial da metade a todo frasco. 

5.2 Cinéticas de Produção Enzimática e de Biossurfactantes 

Na Figura 5 observa-se que a atividade de lacase foi verificada a partir do terceiro dia 

de cultivo (66,52 U.L-1), sendo que o pico de produção da enzima ligninolítica (lacase) ocorreu 

no sexto (6°) dia de fermentação (174,01 U.L-1). Os valores de pH variaram de 4,15 a 5,07.A 

ocorrência de biossurfactante foi verificada a partir do terceiro dia de fermentação(6,62%) e o 

maior índice de emulsificação foi detectado no décimo oitavo dia de incubação (42,23%).  

Figura 5 -  Índice de Emulsificação (●), Atividade de Lacase (▲) e pH (■) pelo 

sistema enzimático de L.crinitus CCIBT durante crescimento em bagaço do endocarpo 

epicarpo do coco verde suplementado com farinha de soja. 
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Após o pico de produção de biossurfactante, no nono dia de FSS, ocorre uma diminuição 

de atividade de lacase. 

5.3. Caracterização do Biossurfactante 

A estabilidade das emulsões após 24h está apresentada na Figura 6. Observa-se que a 

maior estabilidade foi verificada para a emulsão obtida no nono dia de fermentação (95%), 

sendo que as demais apresentaram estabilidade inferior a 50%. 

Figura 6 - Estabilidade de emulsificação dos extratos brutos obtidos durante os 21 

dias de incubação, após 24 h. as barras indicam desvio padrão entre triplicatas. 
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A emulsão obtida com nove dias de fermentação apresentou-se mais estável que as 

demais, por isso teve a estabilidade acompanhada durante 24 dias (Figura 7). Nas primeiras 24 

horas de incubação verificou-se 95% de estabilidade. Após esse período observa - se uma 

redução na estabilidade da emulsão, sendo que 24 dias após a obtenção da emulsão a 

estabilidade foi de 47%.  

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Acompanhamento da estabilidade de emulsificação do extrato bruto obtido 

no nono dia de fermentação, durante 24 dias. 

 

5.4 Purificação da Lacasede L. crinitus 

Após a precipitação e diálise de proteínas foi verificado que a lacase ficou no material 

precipitado enquanto os biossurfactantesficaram no sobrenadante.O precipitado teve o volume 

concentrado em vinte e quatro vezes em relação ao volume inicial.Na cromatografia de troca 

iônica foi observado somente um pico de atividade de lacase, que não coincide com o pico de 

leitura a 280nm (Figura 8). 

Figura 8 - Perfil de eluição da atividade de lacase em cromatografia de troca iônica. 
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Na purificação da lacase de L. crinitus foi observado acréscimo no fator de purificação 

enzimática em todas as etapas, sendo o maior aumento foi verificado entre as etapas de 

Precipitação em (NH4)2SO4 e de cromatografia de troca iônica, resultando em um fator de 

purificação de 0,13 (Tabela 5). 

Tabela 6 - Etapas de purificação da lacase de L.crinitus. 

Etapa  Atividade 

Total (U)  

Proteínas 

Totais  

(mg)  

Atividade 

Específica 

(U.mg-1)  

Rendimento 

(%)  

Fator de 

purificação  

Extrato bruto  36,264 531,00 0,07 100 1 

Precipitação em 

(NH4)2SO4 

14,610 26,94 0,54 39,63 7,81 

Cromatografia de 

Troca iônica  

1,77 3,98 0,01 4,79 0,13 

Fonte: Dados da Pesquisa 

5.5 Caracterização de Lacase Purificada de L. crinitus 

Os perfis de temperatura e pH ótimos estão apresentados nas Figuras 9 e 10, 

respectivamente. O perfil do efeito da temperatura sobre a atividade de lacase (Figura 9) indica 

que a temperatura ótima foi determinada em 40°C, sendo que a 50°C foi verificada que a enzima 

apresentou 94% de sua atividade relativa. Na Figura 10, verifica-se que a máxima atividade 

relativa foi em pH 2,2 e que a atividade de lacase foi reduzida com o aumento do pH. Sendo 

que em pH 6,6 a atividade relativa sofreu redução de cerca de 97%. 
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Figura 9 - O efeito da temperatura sobre a atividade de lacase de L. crinitus foi 

determinada no pH ótimo. 

 

Figura 10 - Efeito do pH sobre a atividade da lacase de L. crinitus durante dias de 

fermentação utilizando a fibra de coco verde como substrato. Utilizou-se tampãoMcIlvaine da 

faixa de 2,2 a 6,6. 
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A estabilidade ao pH foi avaliada no pH 2,2, pH ótimo da enzima, e no pH 4,8. NospHs 

2,2 e 4,8 a enzima apresentou meia vida (T1/2) de cerca de 4,9 horas e 51,8 horas, 

respectivamente. A estabilidade da lacase foi mais baixa em pH 2,2, apresentando diminuição 

ao longo do tempo, com uma redução de 72% da atividade relativa com24h, não sendo mais 

observada atividade enzimática a partir de 36h. Observa-se que com 3h de incubação em pH 

4,8 a enzima tem perda de atividade de somente 7%, com queda gradativa (Figura 11).  

Figura 11 - Perfil de estabilidade da lacase de L. crinitus no pH 4,8 (▲) e pH 2,2 (■). 
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40°C a 50°C e está mostrada na Figura 12. Observa-se que nas temperaturas de 40 e 

50°Cobservaram-se perdas de 7 e 19 % respectivamente da atividade relativa da enzima em 

relação a atividade inicial com 180 min de incubação. Nas temperaturas de 40°C e 50°C 
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verificou-se meia vida de cerca de 53,9horas e 44,4horas, respectivamente. Verifica-se que com 

36h e 48h de incubação a 50°C, a lacase manteve-se com 57% e 47% de sua atividade 

enzimática, respectivamente. 

Figura 12 - Estabilidade da atividade de lacase de L. crinitus nas temperaturas de 

40°C (▲) e 50°C (■) no pH 4,8. 

 

6. DISCUSSÃO 

O presente estudo é o primeiro relato da produção de lacase em FSS com fibra de coco 

verde (fonte de carbono)porL.crinitus, tendo-se obtido 174,01 U.L-1.Várias fontes de carbono 

são utilizadas na produção de enzimas ligninolíticas (WANG et al., 2016).Silva et al. (2019) 

avaliaram a produção de lacase pelo fungo L.crinitususando vagem do amendoim suplementada 

com 2% de óleo de soja, como substrato, obtendo pico de produção de 29,63 U.L-1aos seis dias 

de FSS. Quando L. crinitus foi cultivado em FSS contendo bagaço de cana de açúcaridentificou-

se pico de atividade enzimática da lacase de 17,59 U.L-1 aos 10 dias de incubação 

(BALLAMINUT, 2007). Segundo Valle et al. (2014), a relação entre fontes de carbono e 

nitrogênio podem afetar a produção de lacase por L. crinitus, sendo que estes fungos têm 

preferência por fontes simples de nitrogênio (HERNÁNDEZ et al., 2015).  

Em trabalho realizado por Abreu et al.(2015) utilizando bagaço de coco verde em FSS 

para a produção de lacase por outro basidiomiceto, P. castanella, também se verificou altos 

níveis de produção de lacase, com pico de produção 113 U L-1 com 30 dias de 

fermentação.Esses dados demonstram o potencial do uso do bagaço de coco verde na produção 

de enzimas ligninolíticas, como a lacase. Devido a composição desses materiais 
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lignocelulosicos, a utilização de resíduos agroindustriais tem recebido destaque pelo potencial 

de reutilização de resíduos para um fim mais nobre, tal como a produção de enzimas. 

A produção de biossurfactantes por basidiomicetos é escassa na literatura. Lourenço 

(2017), pela primeira vez, relatou a produção de biossurfactante pelo fungo basidiomiceto 

Trametes versicolor em FSS tendo resíduos de moinho de azeitona como substrato. Produção 

de biossurfactante por espécies de Pleutorustem sido relatadapor fermentação 

submersa(VELIOGLU; UREK, 2016; ALVES et al., 2017) e por FSS (VELIOGLU; UREK, 

2015) com Índice de emulsificação (IE) de 44,4%, 66,6%, e 29%, respectivamente.O uso de 

substratos ricos em polissacarídeos (FONTES et al., 2012) e em lipídiospode aumentar a 

produção de biossurfactantes (KALYANI et al., 2014), no entanto, a utilização de substratos 

renováveis, como resíduos agroindustriais visa a minimização dos custos de produção (ROCHA 

et al.,2014). 

Procurando-se estabelecer uma relação entre a produção de lacase e biossurfactantes, 

observa-se que durante a cinética de produção há uma relação inversamente proporcional. 

Pesquisas sobre biossurfactantes, dos tipos liquenisina e surfactina, provenientes de bactérias 

tem indicado que essas moléculas podem apresentarem-se como quelantes de metais 

divalentes(GRANGEMARD et al., 2001; WEI, WANG; CHANG, 2004), inibindo a atividade 

enzimática de fosfatases conforme sugerido por Vass et al. (2001).Apesar dos autores 

supracitados terem se referido diretamente ao cobre (Cu+2) que compõe o sítio catalítico das 

lacases, pode-se inferir queo biossurfactanteproduzidos por L. crinitus pode ter promovido a 

quelação desse metal, e como consequência ter reduzindo a atividade de lacase. 

No processo de purificação, o precipitado apresentou coloração escura, provavelmente 

devido a presença de polifenóis proveniente da fibra de coco verde (COELHO, 2007). A 

purificação da enzima apresenta-se com o objetivo de remoção de contaminantes e de outras 

estruturas moleculares, por meio de várias técnicas, sendo que a pureza de uma enzima só pode 

ser verificada a partir da presença de uma única banda em gel de eletroforese (DAKO et al., 

2012), por isso, esse trabalho trata-se de uma purificação parcial. 

Estudos de purificação de lacases de basidiomicetos pertencentes a diversas espécies 

indicam a utilização de técnicas de cromatografia de troca iônica associada a cromatografia de 

filtração em gel, e em alguns casos, cromatografia de afinidade, atingindo altos valores de fator 

de purificação (YANG et al., 2013; ZHANG et al., 2013; PATEL et al., 2014; 
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MUKHOPADHYAY; BANERJEE, 2015; SADEGHIAN-ABADI et al., 2019). Sendo que não 

há na literatura registros do uso da coluna Inertsil CX na purificação de purificação de lacase 

de basidiomicetos. 

Visto que as lacases produzidas pelo gêneroLentinuspodem se apresentar na forma de 

dímerica (JENG; SHYUR; WANG, 2014), os baixos valores de rendimento e de fator de 

purificação identificados na última etapa de purificação podem ser decorrentes da separação 

dos dímeros da lacase de L.crinitus. Ainda, as diferentes velocidades de desnaturação da lacase 

de L. crinitus verificadas na Figura 11, podem sugerir a ocorrência de isoformas de lacase 

(COELHO et al., 2019), mas também podem confirmar a presença de dímeros de lacase. 

Os valores ótimos de pH e de temperatura para a lacase de L.crinitus estão de acordo 

com o verificado para a maioria das lacases de basidiomicetos que estão na faixa ácida, e no 

intervalo de 40 a 60°C (PATEL et al., 2014; SADEGHIAN-ABADI et al., 2019). A lacase de 

L. crinitus mostrou-se estável nas condições estudadas, possibilitando o uso da enzima para 

tratamentos de efluentes industriais, visto que os mesmos ocorrem em temperaturas altas, e com 

longos períodos de detenção hidráulica. 

7. CONCLUSÃO 

 

 O fungo L. crinitus foi capaz de produzir a lacase e biossurfacntes em FSS utilizando 

fibra de coco verde como suporte enzimático; 

 A precipitação com sulfato de amônio foi eficiente na separação da lacase do 

biossurfactante; 

 A CLAE utilizando a coluna Inertsil CX pode ter promovido a desnaturação da lacase 

de L. crinitus; 

 Os altos valores de meia vida indicam o potencial de aplicação de lacase purificada de 

L. crinitusem processos biotecnológicos. 
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