
 

 

UNIVERSIDADE TIRADENTES – UNIT 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ENGENHARIA DE PROCESSOS - PEP 

 

 

 

 

 

 

 

PRODUÇÃO E PURIFICAÇÃO DA LACASE DE Pleurotus sajor-caju 

USANDO VINHAÇA DA CANA-DE-AÇÚCAR PROVENIENTE DA 

INDÚSTRIA SUCROENERGÉTICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Autor: Joberson Alves Junior 

Orientadores: Prof. Luiz Fernando Romanholo Ferreira, D.Sc. 

                       Prof. Ranyere Lucena de Souza, D.Sc. 

 

 

 

 

 

 

ARACAJU, SE - BRASIL 

FEVEREIRO DE 2018





iii 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SIB- Sistema Integrado de Bibliotecas  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Alves Junior, Joberson     

A474p        Produção e purificação da Lacase de Pleurotus sajor-caju usando 

vinhaça de cana-de-açúcar proveniente da indústria sucroenergética / 

Joberson Alves Junior; orientação [de], Prof. º Dr.º Luiz Fernando 

Romanholo Ferreira, Prof.º  Dr.º Ranyere Lucena de Souza– Aracaju: 

UNIT, 2018. 

 

  

 55 f.  il.: 30cm  

        Dissertação (Mestrado em Engenharia de Processos) - 

Universidade Tiradentes, 2018 

  Inclui bibliografia.  

 

  

 1. Biomassa. 2. Descoloração. 3. Sistema aquoso bifásico. I. Alves 

Junior, Joberson.  II. Ferreira, Luiz Fernando Romanholo. (orient.) III. 

Souza, Ranyere Lucena de. (orient.). IV. Universidade Tiradentes.  V. 

Título.  

  

                                                                  CDU: 664. 111: 604.4: 577.15 



iv 

 

Resumo da Dissertação apresentada ao Programa de Pós-graduação em Engenharia de 

Processos da Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessários para a obtenção 

do grau de Mestre em Engenharia de Processos. 

 

 

PRODUÇÃO E PURIFICAÇÃO DA LACASE DE Pleurotus sajor-caju USANDO 

VINHAÇA DA CANA-DE-AÇÚCAR PROVENIENTE DA INDÚSTRIA 

SUCROENERGÉTICA 

 

 

Joberson Alves Junior 

 

  

A lacase (EC 1.10.3.2), excretada pelo fungo Pleurotus sajor-caju (CCB 020), foi 

produzida em fermentação submersa utilizando como substrato vinhaça de cana-de-açúcar 

proveniente da indústria sucroenergética. É importante reaproveitar o potencial deste 

subproduto poluidor para a síntese de enzimas de interesse biotecnológico durante seu 

processo de degradação. Para maior síntese da lacase o uso de indutores é fundamental, 

visando, consequentemente, redução do custo final da enzima. A enzima foi purificada 

utilizando sistema aquoso bifásico (SAB). O melhor indutor utilizado foi o CuSO4 (sulfato de 

cobre), que na concentração de 0,4 mM aumentou a produção de lacase em 4 vezes, obtendo 

atividade enzimática de 539,3 U/L. A indução por etanol também ocorreu, atingindo atividade 

enzimática de 364,5 U/L ao utilizar a concentração de 2% de etanol, tendo um aumento de 2,8 

vezes se comparado a amostra controle. Ao final da fermentação, foi produzido 10,08 g/L de 

biomassa fúngica com consequente descoloração da vinhaça de 92%, e remoção da turbidez 

de 99,2%. Durante o processo de purificação enzimática, a lacase tendeu a migrar para fase de 

topo do sistema, rica em polímero, e o maior fator de purificação obtido foi de 2,88, 

encontrado em sistemas compostos por 12% (m/m) de PEG 1500 e 20% (m/m) de tampão 

citrato (pH 6,0). Assim, esse estudo mostrou que o uso de indutores pode aumentar a síntese 

de lacase por P. sajor-caju usando vinhaça como substrato, além de, durante o processo 

fermentativo, reduzir cor e turbidez deste resíduo poluidor. 

 

 

Palavras-chave: biomassa, descoloração, indução, sistema aquoso bifásico.
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of 

Universidade Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of Master 

of Science (M.Sc.) 

 

 

PRODUCTION E PURIFICATION OF LACCASE OF Pleurotus sajor-caju USING 

VINASSE OF SUGARCANE FROM THE SUCROENERGÉTIC INDUSTRY 

 

 

Joberson Alves Junior 

 

 

 The laccase, excreted by the fungus Pleurotus sajor-caju, was produced in submerged 

fermentation using as substrate sugarcane vinasse from the sugarcane industry. It is important 

to reuse the potential of this polluting by-product for the synthesis of enzymes of 

biotechnological interest during its degradation process. For greater synthesis of laccase the 

use of inducers is fundamental, aiming, consequently, reduction of the final cost of the 

enzyme. The enzyme was purified using aqueous two-phase system (ATPS). The best inducer 

used was CuSO4 (copper sulphate), which at a concentration of 0.4 mM increased the 

production of laccase by 4 times, obtaining enzymatic activity of 539.3 U/L. Induction by 

ethanol also occurred, reaching enzymatic activity of 364.5 U/L when using the concentration 

of 2% of ethanol, having an increase of 2.8 times when compared to the control sample. 

During the enzymatic purification process, laccase tended to migrate to the polymer's high-

end system phase, and the highest purification factor obtained was 2.88, found in systems 

composed of 12% PEG 1500 and 20% citrate buffer (pH 6.0). Thus, this study showed that 

the use of inducers can increase the synthesis of laccase by P. sajor-caju using vinasse as a 

substrate, and during the fermentation process, reduce the color and turbidity of this pollutant 

residue. 

 

 

Keywords: biomass, decolorization, induction, aqueous two-phase system. 
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Capítulo 1 

1. INTRODUÇÃO 

 

A indústria sucroenergética é um setor de grande importância para o Brasil, sendo o 

etanol da cana-de-açúcar o mais bem sucedido programa de combustível alternativo já 

desenvolvido no mundo (UNICA, 2017). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento 

(CONAB), em 2017 foram produzidos aproximadamente 28 bilhões de litros de etanol no 

país, com previsão para continuar com a alta produção nos próximos anos. Entretanto, uma 

planta tradicional de produção de etanol gera entre 9 e 14L de efluente, conhecido como 

vinhaça, por litro de etanol produzido (ESPAÑA-GAMBOA et al., 2017). 

A vinhaça é composta por água, minerais inorgânicos, sólidos em suspensão e 

poluentes orgânicos, como compostos fenólicos e melanoidina. Apresenta cor castanha, efeito 

corrosivo devido ao seu baixo pH (3,5 – 5,0), com elevada demanda química de oxigênio 

(DQO) (70 – 150 g/L) e valores elevados de demanda bioquímica de oxigênio (DBO) (35 – 

50 g/L), tornando um efluente poluente, complexo e de difícil degradação (ROBLES-

GONZÁLEZ et al., 2012). É utilizada como fertilizantes em irrigação de culturas, no entanto, 

pode provocar efeitos no solo como saturação e elevação do pH (ESPAÑA-GAMBOA et al., 

2017). Nos corpos hídricos faz com que o oxigênio dissolvido na água seja consumido mais 

rápido, comprometendo a biota aquática (MOHANA et al., 2009). O lençol freático também 

pode ser contaminado pelas impurezas da vinhaça por percolação profunda da água de 

irrigação, que infiltram e atingem aquíferos subterrâneos (GONZÁLEZ e MEJÍA, 2015). 

Portanto, a vinhaça deve passar por um tratamento antes de ser descartada ou reutilizada. 

A degradação deste efluente da indústria sucroenergética por microrganismos provou 

ser uma eficiente forma de tratamento, principalmente utilizando o basidiomiceto Pleurotus 

sajor-caju (CCB 020) (FERREIRA et al., 2010; FERREIRA et al., 2011; VILAR et al., 

2017). A alternativa de biodegradação é também um método com fins biotecnológicos, pois 

no processo fermentativo o fungo produz e excreta enzimas de grande interesse comercial, 

como a lacase (EC 1.10.3.2). Essa enzima é produzida principalmente por fungos que 

catalisam reações com diferentes substratos orgânicos e inorgânicos, e apresentam grande 

potencial para aplicações biotecnológicas, tais como na indústria alimentícia, na 

deslignificação de compostos celulósicos, no branqueamento de papel, na degradação de 
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corantes sintéticos, no tratamento de águas residuais, na formulação de biosensores e na 

degradação de pesticidas (RIVERA-HOYOS et al., 2013; MANAVALAN et al., 2013; 

SPINA et al., 2015; ZENG et al., 2017). 

Com tantas aplicações, a produção da lacase tem atraído muita atenção, podendo ser 

aumentada de forma considerável pelo uso de indutores ao substrato (MANAVALAN et al., 

2013; FOKINA et al., 2016; LIU et al., 2016; ZHUO et al., 2017). Compostos aromáticos, 

como pirogalol e ácido ferúlico, tem sido eficazes em estimular a produção da lacase por P. 

sajor-caju (ZUCCA et al., 2011), porém a maioria desses compostos são prejudiciais para o 

ser humano ou possuem um custo elevado, impedindo seu uso em aplicações industriais. 

Alguns autores relatam que diferentes álcoois poderiam ser mais adequados e possuem 

vantagem econômica para induzir a produção de enzimas (BARBOSA et al., 2012; 

MANAVALAN et al., 2013; HERNÁNDEZ et al., 2015). Outro indutor bastante conhecido é 

o cobre, pois eleva a produção de lacase por fungos devido à presença de átomos de cobre em 

seu sítio catalítico (KHAMMUANG et al., 2013; FOKINA et al., 2016). 

A depender da aplicação e pensando em produção comercial, é necessário que a lacase 

passe por um processo de purificação. Dentre as técnicas mais comuns aplicadas para 

purificação dessa enzima estão a filtração seguida de ultrafiltração por membrana
 
(ZUCCA et 

al., 2011), precipitação seguida por diálise
 
(HALABURGI et al., 2011), congelamento a -

20ºC e descongelamento seguida por centrifugação (JORDAAN et al., 2004)
 
e técnicas 

cromatográficas (SCHWIENHEER et al., 2015). Utilizando essas técnicas são necessárias 

varias etapas de purificação para que se obtenha a enzima pura, o que causa perda de 

atividade enzimática e elevado custo (NADAR et al., 2017). Sendo assim, uma alternativa que 

tem sido utilizada para a separação e purificação de biomoléculas, como proteínas, enzimas e 

ácidos nucleicos, é a extração líquido-líquido utilizando sistemas aquosos bifásicos (SAB), 

que possui baixo custo e boa eficiência, como pureza e atividade enzimática (BARBOSA et 

al., 2011; PRINZ et al., 2014; RAJAGOPALU et al., 2016; TRASVIÑA et al., 2017). O SAB 

se forma quando dois compostos solúveis em água, geralmente um polímero e um sal, são 

misturados acima das concentrações críticas de cada um desses componentes que ao atingir o 

equilíbrio termodinâmico se separam resultando em duas fases imiscíveis (GLYK et al., 

2014). 

A importância desse estudo está na utilização combinada de materiais e técnicas de 

custo reduzido para produção de lacase por P. sajor-caju, a fim de que ao final do processo se 
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possa obter a enzima com preço menor. Além do projeto ser de natureza ambiental, 

biodegradando a vinhaça, é também consciente no uso de materiais de natureza degradável, 

como o citrato, por exemplo, tornando-o ambientalmente mais correto. Portanto, o presente 

estudo procura produzir lacase de P. sajor-caju durante o processo de biodegradação da 

vinhaça de cana-de-açúcar, bem como testar possíveis indutores em diferentes concentrações, 

visando maior produção enzimática. Em seguida, utilizar SAB para purificação da enzima, 

estudando diferentes condições, como pH e composições do sistema, para obter a enzima de 

forma mais purificada. 
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Capítulo 2 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

 O objetivo deste trabalho é produzir a enzima Lacase de Pleurotus sajor-caju 

utilizando vinhaça como substrato e diferentes compostos como possíveis indutores, e em 

seguida avaliar sua purificação por uso de sistemas aquosos bifásicos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Os objetivos específicos são: 

 

 Avaliar a relação entre a degradação da vinhaça provocada pelo P. sajor-caju e 

a produção de lacase; 

 Selecionar e avaliar o melhor indutor (etanol, sulfato de cobre e 

tetrahidrofurano) e sua melhor concentração para a produção de lacase; 

 Avaliar a produção de biomassa pelo fungo P. sajor-caju; 

 Purificar a lacase de P. sajor-caju através de sistemas baseados em 

PEG/tampão citrato, avaliando qual a melhor composição (pH, peso molecular 

do PEG e concentrações) para sistema aquoso bifásico; 
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Capítulo 3 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Pleurotus sajor-caju  

 

O gênero Pleurotus possui alto potencial biotecnológico, podendo ser usado como 

alimento, na biorremediação, na síntese de compostos bioquímicos, na produção de etanol e 

até mesmo na área da medicina (MADHAVI e LELE, 2009; GONÇALVES et al., 2011; 

OYELEKE et al., 2012; RIVERA-HOYOS et al., 2013; MANAVALAN et al., 2013; SPINA 

et al., 2015). 

Os membros desse gênero são os principais responsáveis pela podridão branca da 

madeira, se desenvolvendo sobre a mesma em decomposição. Os fungos da podridão branca, 

como são conhecidos, são caracterizados pela capacidade de degradar a lignina de tecidos 

lenhosos por meio da ação de enzimas produzidas, como a lignina peroxidase (LiP), 

manganês peroxidase (MnP) e a lacase (Lac), onde a expressão dessas enzimas depende das 

condições de crescimento aplicada ao fungo (ERIKSSON et al., 1990; HATAKKA, 1994; 

FERRAZ, 2004).  

O gênero pode ser cultivado a partir de diversos resíduos agrícolas, que funcionam 

como substrato para o crescimento do fungo. A Tabela 1 mostra alguns resíduos já utilizados. 
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Tabela 1: Resíduos agrícolas utilizados no cultivo de algumas espécies de Pleurotus. 

FONTE FUNGOS RESÍDUOS 

DIAS et al. (2003) P. sajor-caju Palha de feijão e palha de milho 

REDDY et al. (2003) P. sajor-caju e P. ostreatus Resíduo de banana 

DONINI et al. (2005) Pleurotus spp. Palha de soja e sabugo de milho 

PAZ et al. (2006) P. sajor-caju Bagaço de uva 

ALEXANDRINO et al. (2007) P. ostreatus Resíduo de laranja 

GREGORI et al. (2008) P. ostreatus Farelo de trigo e serragem de 

faia 

AGUIAR et al. (2010) P. sajor-caju, P. ostreatus e P. 

ostreatoroseus 

Bagaço de cana-de-açucar 

BERNARDI et al. (2013) P. sajor-caju e P. ostreatus Campim-elefante, resíduos de 

mamona e palha de arroz 

CORRÊA et al. (2016) Pleurotus spp. Resíduos de algodão, palha de 

trigo, casca de café e talos de 

ervilha e amendoin 

ERGUN e UREK (2017) P. ostreatus Casca de batata 

 

O P. sajor-caju (CCB 020) possui grande habilidade saprofítica de colonização, 

podendo colonizar substratos esterilizados, pasteurizados (60 a 90ºC) e fermentados. 

Apresenta grande variabilidade fenotípica, podendo ser cultivado em regiões com diferentes 

condições climáticas e culturais (ZADRAZIL, 1980). Estudo mostrou a análise de 15 cepas de 

P. sajor-caju, derivados de diversas localidades e obteve-se valores de pH entre 4 e 8 e 

temperaturas entre 15 e 30ºC, indicando a possibilidade de cultivo em condições climáticas 

diversificadas (KASHANGURA et al., 2006). 

 

3.2. VINHAÇA 

 

 O fungo pode ser cultivado em resíduos encontrados na natureza, de origem vegetal, 

que podem ser aproveitados como fonte de nutrientes para os fungos. FERREIRA et al. 

(2010) utilizaram a vinhaça, efluente derivado da indústria sucroenergética, para o cultivo de 

diversos microrganismos, incluindo o fungo P. sajor-caju. 
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Quando o mosto da cana-de-açúcar é fermentado passa a ser conhecido como vinho ou 

vinhoto, que pode ser destilado para a recuperação do álcool restando a vinhaça, que é 

caracterizada como um efluente ou resíduo ácido, com pH entre 3,7 e 4,8, com emissão de um 

forte cheiro característico (FREIRE e CORTEZ, 2000). A presença de compostos fenólicos 

(8.000 – 10.000 mg/L), melanoidinas e caramelo, contribuem para sua cor escura e tornam a 

vinhaça de difícil degradação. Para a produção de 1 litro de álcool são gerados cerca de 9 a 14 

litros de vinhaça, assim uma típica destilaria pode gerar cerca de meio milhão de litros de 

vinhaça por dia (ESPAÑA-GAMBOA et al., 2017). 

A vinhaça tem a característica de ser um efluente com alto poder poluidor. Seu 

principal constituinte é a matéria orgânica, que se encontram sob a forma de ácidos orgânicos 

e cátions, como potássio (K), cálcio (Ca) e magnésio (Mg). Sua composição química varia a 

depender da qualidade da cana-de-açúcar, das etapas de fermentação, do sistema de 

destilação, das condições industriais e do clima (SILVA et al., 2007; ROBLES-GONZÁLEZ 

et al, 2012). A Tabela 2 mostra a composição química média da vinhaça, procedentes de 

mostos de melaço, misto e caldo. 

 

Tabela 2: Composição química média da vinhaça.  

PARÂMETROS MELAÇO MISTO CALDO 

Nitrogênio (g/L) 0,77 0,46 0,28 

Fósforo (g/L) 0,19 0,24 0,20 

Potássio (g/L) 6,00 3,06 1,47 

Cálcio (g/L) 2,45 1,18 0,46 

Magnésio (g/L) 1,04 0,53 0,29 

Sulfato (g/L) 3,73 2,67 1,32 

Matéria Orgânica (g/L) 52,04 32,63 23,44 

Ferro (ppm) 80,00 78,00 69,00 

Cobre (ppm) 5,00 21,00 7,00 

Zinco (ppm) 3,00 19,00 2,00 

Manganês (ppm) 8,00 6,00 7,00 

pH 4,40 4,10 3,70 

Fonte: Adaptado de FREIRE e CORTEZ, 2000. 
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A vinhaça pode ser utilizada como fertilizantes em fertirrigação de culturas, no 

entanto, pode provocar efeitos no solo como a saturação, aumentando sua capacidade de reter 

água, e elevação do pH (ESPAÑA-GAMBOA et al., 2017). Nos corpos hídricos, ao ser 

lançada diretamente, a vinhaça faz com que o oxigênio dissolvido na água seja consumido 

mais rápido, devido à degradação da matéria orgânica contida no efluente por 

microrganismos, comprometendo a biota aquática (MOHANA et al., 2009). O lençol freático 

também pode ser contaminado pelas de impurezas da vinhaça por percolação profunda da 

água de irrigação, que infiltram nas recargas dos aquíferos (GONZÁLEZ e MEJÍA, 2015). 

Portanto, com esse efeito poluidor da vinhaça e estimando produções ainda mais 

elevadas de álcool, seja tradicional ou celulósico, o efluente deve ser reaproveitado ou tratado 

antes de ser descartado no ambiente. Sua degradação por fungos é uma alternativa de 

tratamento com fins biotecnológicos, visto que no processo fermentativo o fungo produz e 

excreta enzimas, como a lacase. 

 

3.3. LACASE 

 

A lacase (EC 1.10.3.2) é uma enzima ligninolítica produzida principalmente pelos 

fungos da podridão branca. São membros da família de proteínas multi-cobres e catalisam a 

oxidação de polifenóis e substâncias aromáticas, ocorrendo simultaneamente à redução de 

oxigênio dissolvido à água (BALDRIAN, 2006). A atividade enzimática da lacase está ligada 

a três centros de cobre. Na Figura 1 é possível notar a disposição das cadeias polipeptídicas 

em cores diferentes e as esferas rosas representam os íons de cobre do sítio catalítico. 
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Figura 1: Representação da estrutura tridimensional de uma Lacase. 

Fonte: Adaptado de Liu et al., 2014. 

 

A enzima possui baixa especificidade, o que faz com que possa agir sobre um vasto 

espectro de substrato e quando adicionado ao meio de reação uma molécula mediadora as 

lacases são capazes de degradar compostos aromáticos recalcitrantes com alto potencial de 

oxido-redução. Essas características fornecem a enzima um grande valor para o 

desenvolvimento de tecnologias ambientalmente seguras nos processos de polpa e papel e na 

biorremediação de efluentes industriais (DAHIYA et al., 2001; NILADEVI e PREMA, 2008; 

BRIJWANI et al., 2010; ESPAÑA-GAMBOA et al., 2011; CAMPOS et al., 2014; SPINA et 

al., 2015; VILAR et al., 2017). 

O pH ótimo das lacases depende do tipo de substrato que é usado, variando entre 5 e 9, 

a temperatura ótima pode variar a depender da origem da enzima, entre 20 a 80ºC, e o ponto 

isoelétrico é em torno de 4,5 (BALDRIAN, 2006; MOROZOVA et al., 2007). 

Os átomos de cobre no seu sítio catalítico são classificados em três tipos: cobre Tipo 1, 

cobre Tipo 2 e cobre Tipo 3, que estão representados na Figura 2. O cobre Tipo 1 é 

encarregado de oxidar o substrato e conceder a cor azul-esverdeada típica de proteínas multi-

cobres (GIARDINA et al., 2010), o cobre Tipo 2 e Tipo 3 se unem em uma combinação 

formando uma estrutura trinuclear que está  envolvida na ligação com o oxigênio, a qual está 
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coordenada por 8 resíduos de histidina. O cobre Tipo 3 é constituído por dois átomos de cobre 

antiferromagneticamente acoplados (SUNDARAN et al., 1997).  

 

 

Figura 2: Estrutura do sítio catalítico da Lacase. Fonte: RIVA, 2006. 

 

3.3.1 Produção da Lacase 

 

 A lacase do P. sajor-caju é uma enzima extracelular secretada para o meio pelo 

micélio do fungo. Vários parâmetros afetam a produção da lacase durante o seu cultivo, os 

quais incluem: presença ou ausência de indutores ou inibidores, pH, temperatura, tempo de 

incubação, agitação, tipo de cultivo e a espécie de microrganismo utilizada (GIANFREDA et 

al., 1999; FERREIRA et al., 2010; STRONG e CLAUS, 2011). 

O pH e temperatura da produção da enzima diferem bastante, mas a maioria dos 

autores estão de acordo que o pH inicial (antes da inoculação) deve estar entre 4,5 e 6 e a 

temperatura ótima de incubação deve estar entre 25 e 30ºC, culturas com temperaturas 

superiores a 30ºC apresentam uma atividade enzimática reduzida (BRIJWANI et al., 2010; 

PATRICK et al., 2011; ESPAÑA-GAMBOA et al., 2015; FOKINA et al., 2016; VILAR et 

al., 2017). 

A fermentação pode ocorrer de forma submersa ou em estado sólido. A fermentação 

submersa envolve o cultivo do fungo em meio líquido, contendo nutrientes necessários no 

substrato para seu crescimento. A formação de micélios durante o crescimento das células 

fúngicas podem causar limitação do oxigênio e da transferência de massa e algumas 

estratégias já tem sido empregadas para lidar com essas limitações, como a imobilização 
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celular (AGUIAR et al., 2010; BRIJWANI et al., 2010; FERREIRA et al., 2011; BERNARDI 

et al., 2013; CORREA et al., 2016; ERGUN e UREK, 2017). 

A produção de lacase em meio liquido é influenciada pela agitação. A agitação de 

forma suave favorece a produção da enzima, enquanto a agitação excessiva compromete a sua 

produção devido ao estresse mecânico causado e aos danos que a agitação pode provocar aos 

micélios (COUTO e TOCA-HERRERA, 2007), como exemplo HESS et al. (2002) 

verificaram que a produção de lacase por Trameter multicolor diminuiu consideravelmente 

quando o fungo foi cultivado sobre agitação, enquanto que GALHAUP et al. (2002) 

descobriram que com a agitação a produção da lacase de Trameter pubescens aumentou duas 

vezes, e a atividade enzimática também foi superior. 

A espécie do fungo também influencia na produção da lacase (FERREIRA et al., 

2011), por exemplo, Phlebia fascicularia e Dichomitus squalens são melhores produtoras de 

lacase do que Trametes versicolor, em condições de cultivos por 20 dias em 10 mL de MSB 

(meio composto por caldo de sais minerais) distribuídos em frascos erlenmeyers de 100 mL e 

inoculados com 2 discos miceliais de 7 mm de diâmetro, obtidos do cultivo dos fungos em 

placas de Petri com meio YGA (ágar, levedura e glicose) sendo incubados a 25ºC ± 1 

(ARORA e GILL, 2000). 

A promoção da produção de lacase tem atraído muita atenção devido ao seu  potencial 

de aplicação em áreas ambientais e industriais (ZHUO et al., 2017). A produção pode ser 

aumentada de forma considerável pela adição de vários suplementos ao substrato. Esses 

suplementos são conhecidos como indutores, pelo fato de induzirem uma maior produção da 

enzima, que pode ser o substrato da própria enzima ou um composto estruturalmente análogo. 

Dentre os fatores que influenciam a maior produção da lacase estão à natureza química do 

indutor, a quantidade adicionada, e o momento em que sua adição influencia a maior 

produção da lacase (GIANFREDA et al., 1999; PATRICK et al., 2011; MANAVALAN et 

al., 2013; HERNÁNDEZ et al., 2015). A adição de compostos xenobióticos como a xilidina, 

lignina e álcool veratrílico aumenta e induz a atividade da lacase (PATRICK et al., 2011; 

HALABURGI et al., 2011; KUMAR et al., 2011). Um estudo mostrou que a adição de 

celobiose pode induzir a atividade da lacase em algumas espécies de Trametes (BRIJWANI et 

al., 2010). O cobre também foi mostrado para exibir o efeito da indução sobre a atividade da 

lacase por vários autores, como PASSARINI et al. (2015) e FONSECA et al. (2016). O etanol 

é apontado como um indutor barato e pouco tóxico para a produção de lacase (HERNÁNDEZ 
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et al., 2015). Utilizando etanol, LEE et al. (1999) induziram a lacase de T. versicolor, 

MANAVALAN et al. (2013) induziram a produção de lacase por Ganoderma lucidum, 

utilizando concentrações de 1, 2, 3, 4 e 5% (v/v), onde se obteve uma maior atividade 

enzimática com 3% de etanol após 15 dias, sendo 6,5 vezes maior que a amostra de controle. 

Além disso, outro aspecto que pode influenciar a produção enzimática é a utilização de 

resíduos agrícolas como substrato para o crescimento do fungo, onde alguns são descritos 

também como indutores para maior atividade enzimática, como farelo de milho, arroz e trigo, 

casca de laranja, pomelo e tamarindo, bagaço e palha de trigo (MUÑOZ et al., 1997; 

SINGHAL et al., 2009; MANAVALAN et al., 2013). A Tabela 3 mostra alguns indutores 

usados para uma maior produção da lacase em determinada espécie fúngica. 

 

Tabela 3: Indutores usados na produção da lacase. 

INDUTOR FUNGO REFERÊNCIA 

ABTS Trametes versicolor AMUTHA e ABHIJIT (2015). 

Ácido ferúlico Pleurotus sajor-caju;  PATRICK et al. (2011);  

Cobre Dichomitus squalens; Trametes 

sp. 

KANNAIYAN et al. (2012); 

FONSECA et al. (2016). 

Etanol Trametes versicolor; 

Pycnoporus cinnabarinus. 

LEE et al. (1999); 

HERNÁNDEZ et al. (2015). 

Guaiacol Trametes versicolor. KUHAR e PAPINUTTI (2014). 

Resíduos agrícolas Ganoderma lucidum; Pleurotus 

eryngii. 

MUÑOZ et al. (1997); 

MANAVALAN et al. (2013). 

Seringaldazina Trametes versicolor. AMUTHA e ABHIJIT (2015). 

Xilidina Pleurotus sajor-caju. ZUCCA et al. (2011). 

  

A produção extracelular da lacase dispensa o uso de técnicas de extração intracelular, 

que geralmente leva a perda de rendimento. A partir do cultivo em meio liquido é mais fácil 

se extrair, permitindo a extração total das enzimas extracelulares produzidas (BARR e AUST, 

1994, AGUIAR et al., 2010). 
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3.3.2 Purificação da Lacase 

 

A purificação de uma enzima permite eliminar ou diminuir o quantitativo de 

impurezas que poderiam inibir a enzima. Todo o conhecimento atual sobre a estrutura e as 

propriedades físico-químicas da lacase é baseado no estudo de proteínas purificadas 

(BALDRIAN, 2006; MAYOLO-DELOISA et al., 2009; RATANAPONGLEKA, 2012; 

RAJAGOPALU et al., 2016). A maioria das lacases são enzimas extracelulares, o que facilita 

bastante o procedimento de purificação (COUTO e TOCA-HERRERA, 2006). 

Algumas etapas de purificação são requeridas para que se possa obter a amostra livre 

de pigmentos e outras proteínas contaminantes. Muitos passos, como ultrafiltração, 

precipitação com sulfato de amônio ou solventes orgânicos, e cromatografia de exclusão 

molecular ou troca iônica, já foram usadas para purificação de lacase a partir do filtrado da 

cultura (SAITO et al., 2003; HALABURGI et al., 2011; VISWANATH et al., 2014). Sendo 

assim, a primeira etapa é aquela que ocorre a remoção do material insolúvel, consistindo na 

concentração do meio de cultura normalmente por centrifugação, filtração ou ultrafiltração 

(GIANFREDA et al., 1999; MADHAVI e LELE, 2009). A Tabela 4 mostra técnicas 

utilizadas para purificação da lacase, utilizando combinações destas. 

 

Tabela 4: Técnicas de purificação realizadas em lacase. 

TÉCNICAS DE PURIFICAÇÃO REFERÊNCIAS 

Filtração seguida por Ultrafiltração por 

membrana 

ZUCCA et al., 2011 

Precipitação com sulfato de amônia ou acetona, 

seguida por dialise para retirada dos sais 

HALABURGI et al., 2011; YOUNES e 

SAYADI, 2011 

Congelamento a -20ºC e descongelamento 

seguida por centrifugação 

JORDAAN et al., 2004 

Cromatografia de troca iônica SAITO et al., 2003 

Cromatografia de partição SCHWIENHEER et al., 2015 

Cromatografia de afinidade JAISWAL et al., 2015 

Cromatografia de permeação em gel SOUZA e PERALTA, 2003 
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3.3.2.1 Sistemas Aquosos Bifásicos 

 

A extração líquido-líquido utilizando sistemas aquosos bifásicos (SAB) é uma técnica 

alternativa para a purificação de solutos como biopartículas, compostos inorgânicos e 

orgânicos, metais e outros. O método consiste em particionar a molécula de interesse para 

uma das fases do sistema e concentra-la e purifica-la nessa fase, em que possui maior 

afinidade. Boa parte dos custos de produção (50 a 90%) vem desde as fases de extração e 

purificação, sendo assim, o SAB faz-se uma metodologia eficiente para reduzir esses custos e 

garantir ótimos níveis de qualidade, como pureza e atividade enzimática (DIAMOND e HSU, 

1992; WU et al., 2011; BARBOSA et al., 2011). 

O SAB se forma quando dois compostos solúveis em água são misturados acima das 

concentrações críticas termodinâmicas, e ao atingir o equilíbrio se separam, resultando em 

duas fases imiscíveis (fase de topo e a fase de fundo). A maior parte do SAB é constituído por 

água, sendo os demais constituintes formados geralmente por polímeros e sais inorgânicos, 

podendo o sistema ser formado pela mistura de dois polímeros ou um polímero e um sal, não 

sendo tóxicos nem inflamáveis, tornando-o um sistema ambientalmente seguro. A água 

funciona como solvente para as duas fases e proporciona um ambiente ameno para a enzima, 

com poucas chances de desnaturação. A Figura 3 representa um sistema aquoso bifásico, na 

qual a fase de topo é rica em polímero e a fase de fundo rica em sal. As condições fornecidas 

pelo SAB são adequadas para a maioria das biomoléculas, permitindo uma recuperação com 

alta pureza e sem perda de atividade biológica. Além disso, outra característica importante é a 

possibilidade de controlar o pH do meio usando soluções tampão, que é importante quando o 

objetivo é a purificação de proteínas (WU et al., 2011; RATANAPONGLEKA, 2012; GLYK 

et al., 2014; PRINZ et al., 2014). 
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Figura 3: Sistema Aquoso Bifásico formado por polímero e sal. 

 

Dentre outras propriedades importantes das fases que podem contribuir para a 

distribuição da molécula entre a fase de topo e de fundo estão: a natureza química dos 

componentes formadores do SAB, a massa molar e concentração dos polímeros, pH, 

temperatura e a adição de sais inorgânicos (RATANAPONGLEKA, 2012). 

Estudos recentes mostram o potencial da utilização de SAB na purificação da lacase. 

RAJAGOPALU et al. (2016) utilizaram um SAB formado por polietilenoglicol 8000 (PEG-

8000) e solução de fosfato de potássio para purificar lacase de Hericium erinaceus, obtendo 

um rendimento de 99% e fator de purificação de 8,03. SILVÉRIO et al. (2013) investigaram 

SABs compostos por um polímerio e um sal e compostos por dois polímeros diferentes para 

purificar lacase comercial, mostrando a eficácia do sistema através dos coeficientes de 

partição (K) encontrados e obtendo melhor resultado para sistemas baseados em PEG/sulfato 

de lítio, com K=2,08. Estes estudos indicam a possibilidade promissora do uso de SABs no 

próprio meio fermentativo. 
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3.3.3 Aplicações da Lacase 

 

 A lacase é amplamente estudada até os dias de hoje devido ao elevado número de 

aplicações em diferentes áreas da biotecnologia (GIARDINA et al., 2010; MANAVALAN et 

al., 2013; FOKINA et al., 2016; VILAR et al., 2017). 

A lacase pode ser aplicada em diversas áreas da indústria alimentícia. Na fabricação de 

pão pode ser utilizada para aumentar o volume específico do pão e diminuir a dureza da 

migalha e da mastigação (RENZETTI et al., 2010). Na estabilização do vinho, a enzima tem o 

objetivo de remover fenóis do mosto, facilitando a regeneração e posterior reutilização, além 

de inibir oxidantes, evitando a descoloração (RIEBEL et al., 2017). Ainda na indústria 

vinícola, pode ser usada na preparação de rolhas de cortiça, diminuindo o gosto da rolha que 

pode ocorrer no vinho engarrafado (MADHAVI e LELE, 2009). Pode ser utilizada para 

clarificar suco de frutas, reduzindo fenóis que causam forte turvação e afetam a qualidade do 

sumo (LETTERA et al., 2016). 

 Na indústria do papel, a lacase é de fundamental importância para a remoção da 

lignina, permitindo obter papel na cor branca e melhorando sua flexibilidade (MAYER e 

STAPLES, 2002; MADHAVI e LELE, 2009). Pode ser utilizada ainda no clareamento da 

polpa de eucalipto, sem a utilização de cloro, melhorando as propriedades da polpa 

(SHARMA et al., 2014); e na descoloração de pigmentos fúngicos sobre papel envelhecido e 

pergaminhos (EL MONSSEF et al., 2016).  

  O uso da lacase na indústria têxtil proporciona benefícios como a diminuição do uso 

de água e energia, o uso de menores quantidades de produtos químicos e processos de 

produção mais rápidos e sustentáveis (POLAK et al., 2016). A enzima pode ser utilizada para 

descolorir corantes e biobranquear tecidos (IRACHETA-CÁRDENAS et al., 2016; 

TEERAPATSAKUL et al., 2017; BAGEWADI et al., 2017; ZHUO et al., 2017). Pode 

reduzir os custos do branqueamento do algodão, se combinada com peroxido de hidrogênio, 

produzindo níveis de brancura superiores aos métodos convencionais (GONÇALVES et al., 

2014).   

A enzima também é utilizada em processos de biorremediação, sendo empregada para 

diminuir o impacto ambiental causado por efluentes industriais, como na remoção de 

disruptores endócrinos químicos, herbicidas, xenobiótico, entre outros, que comumente 



17 

poluem águas residuais e agrícolas (KUMAR et al., 2014; YOUSEFI-AHMADIPOUR et al., 

2016; DAÂSSI et al., 2016; ELDRIDGE et al., 2017; ZENG et al., 2017). Pode ser aplicada 

como biossensor para avaliar a contaminação industrial, determinando a presença de 

pesticidas no ambiente, baseando-se na inibição enzimática (KUDUNGA et al., 2011; 

STRONG e CLAUS, 2011). 

Na área da medicina é usada em protocolos de detecção de outras enzimas ou como 

marcador enzimático para análises imunoquímicas, histoquímicas, citoquímicas e testes para 

detecção de ácidos nucleicos (MADHAVI e LELE, 2009). Pode atuar como bactericida e 

fungicida, sendo usada em combinação com uma proteína ou peptídeo capaz de destruir 

células microbianas (MINUSSI et al., 2002;  SAMPAIO et al., 2016). São usadas como 

catalisadores para a síntese de produtos importantes na indústria farmacêutica, como fármacos 

anticancerígenos, antioxidantes, anti-inflamatórios, analgésicos e antiproliferativos 

(KUDUNGA et al., 2011; CANNATELLI e RAGAUSKAS, 2015; QWEBANI-OGUNLEYE 

et al., 2017). 

A lacase possui ainda outras aplicações, como na produção de bioetanol, oxidando 

compostos inibidores da fermentação (KACEM et al.. 2016; ZABED et al., 2017). Com o 

auxilio da lacase, é possível melhorar a produção de biogás e eliminar compostos tóxicos 

liberados no processo de combustão, sendo um sistema de grande potencial de aplicação para 

remoção in situ de substancias tóxicas em indústrias (HOM-DIAZ et al., 2016; PRASETYO 

et al., 2016). A lacase pode ser usada em células combustível, possibilitando a conversão de 

energia química em energia elétrica (LÓPEZ-GONZÁLEZ et al., 2014; ARROCHA et al., 

2014; NETO et al., 2016). 
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Capítulo 4 

4. MATERIAIS E MÉTODOS EXPERIMENTAIS 

 

4.1. MICRORGANISMO 

 

 O fungo Pleurotus sajor-caju (CCB 020) (Figura 4) foi cedido pelo Laboratório de 

Biologia Molecular (LBM) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), situado na 

Universidade Tiradentes (Aracaju/SE, Brasil) e mantido refrigerado a 4ºC em placas de Petri 

com 25 mL de meio MEA (Malt Extract Agar) preparado com 30 g de extrato de malte, 3 g 

de peptona de farinha de soja e 15 g de ágar para cada 1000 mL de água destilada. Após o 

preparo do meio de cultura, o mesmo foi autoclavado a 121ºC e 1 atm por 15 minutos, antes 

da repicagem do fungo. O fungo foi repicado a cada 3 meses, para manutenção, ou 10 dias 

antes do uso em experimentos. 

 

Figura 4: Fungo Pleurotus sajor-caju CCB 020 em sua fase vegetativa (micelial) cultivado 

em meio MEA (Malt Extraxt Agar) em placa de Petri. 

 

4.2. VINHAÇA 

 

 A vinhaça da cana-de-açúcar (Figura 5) usada nesse trabalho foi gentilmente doada 

pela Usina São José do Pinheiro (10º46'10.8"S,37º12'48.3"O), do setor sucroenergético, 

localizada na cidade de Laranjeiras, Sergipe, Brasil. O residuo foi recolhido em galões de 5 L 

e mantido refrigerado a -4ºC. Antes da sua utilização, o volume desejado foi deixado em 

temperatura ambiente para sua aclimatação e foi medido seu pH, que variou entre 3,78 e 3,84. 
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Figura 5: Vinhaça de cana-de-açúcar com pH 3,8 a 25ºC. 

 

4.3. CONDIÇÕES DE CULTIVO DE P. sajor-caju EM FRASCOS AGITADOS 

 

 O cultivo de P. sajor-caju usando vinhaça como substrato foi realizado em frascos 

agitados e ocorreu em Erlenmeyers de 250 mL, contendo um volume de meio de 100 mL. 

Foram testados 3 possíveis indutores para potencializar a produção de lacase, que foram 

adicionados a vinhaça durante a fermentação: o etanol, o sulfato de cobre e o tetrahidrofurano 

(THF). 

 Assim, a fermentação consistiu no ajuste do pH da vinhaça para 6,0, utilizando 

solução de NaOH (1 M), e a adição de 100 mL de vinhaça em cada Erlenmeyer. Os frascos 

foram autoclavados a 121ºC e 1 atm por 15 minutos. Após o resfriamento, foi realizada a 

inoculação do fungo, sendo utilizados 3 discos de 1 cm de diâmetro de meio de cultura MEA 

contendo micélio recém repicado. Após a inoculação, os frascos foram levados para um 

Shaker em condições de agitação de 180 rpm e temperatura de 28ºC (± 2ºC) por 15 dias, 

sendo as amostras recolhidas a cada 3 dias. 

 

4.4. PRODUÇÃO DE LACASE POR P. sajor-caju 

 

 Para encontrar o melhor indutor da lacase foram utilizadas concentrações diferentes de 

indutores. Uma fermentação com vinhaça pura foi feita para ser utilizada como controle. Para 
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o etanol e o THF, foi adicionada a vinhaça antes da inoculação as concentrações de 1, 2 e 3 

%. Para o sulfato de cobre, as concentrações de 0,4 mM; 0,6 mM e 1 mM foram adicionadas a 

vinhaça antes do material ter sido autoclavado. 

 A fermentação ocorreu por 15 dias em frascos agitados, e as amostras foram 

recolhidas a cada 3 dias. Essas amostras foram filtradas à vácuo em papel de filtro, o 

sobrenadante foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e a biomassa foi acomodada em 

placa de Petri para análises de peso seco. A atividade da lacase foi determinada através das 

leituras de absorbância encontradas com o auxílio de espectrofotômetro, sendo as reações 

realizadas em triplicata. 

 

4.5. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA LACASE 

 

 A atividade da lacase foi realizada segundo o protocolo de SZKLARZ (1989), sendo 

determinada usando uma mistura contendo 0,3 mL de tampão de citrato-fosfato (0,05M), 0,1 

mL de solução contendo siringaldazina, que é a solução que inicia a reação, e 0,6 mL de 

solução enzimática bruta. Com o auxilio do espectrofotômetro foi possível medir a oxidação 

da siringaldazina, por meio do monitoramento do aumento da absorbância a 525 nm após 10 

minutos de reação. Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para oxidar 1 µmol de siringaldazina por minuto, usando o coeficiente de 

extinção molar de 6,5 x 10
4
 L/mol.cm. A atividade da lacase foi expressa em unidade de 

enzima por litro de caldo enzimático (U/L).  

 Para o cálculo da atividade enzimática foi utilizada a Equação 1. 

 

 

 
   

    

         
                                                                        

 

onde: ΔAbs é a variação da absorbância (Absfinal – Absinicial), ε é o coeficiente de absorção 

molar (ε525nm = 6,5 x 10
4
 L mol

-1
cm

-1
), R é o volume de solução da amostra, t é o tempo de 

reação em minutos e U/L é a Unidade Internacional, que internacionalmente significa µmol 

min
-1

. 
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 4.6. DETERMINAÇÃO DAS PROTEÍNAS 

 

 A concentração total de proteínas foi determinada pelo método de BRADFORD 

(1976) com auxílio de um espectrofotômetro a um comprimento de onda (λ) de 595 nm. A 

curva de calibração foi determinada utilizando albumina bovina como padrão.  

 

4.7. DESCOLORAÇÃO E REMOÇÃO DA TURBIDEZ 

 

O sobrenadante foi filtrado e a sua absorbância (abs) foi medida (λ = 475 nm) usando 

um espectrofotômetro Varian Cary 50. Para calcular a descoloração da vinhaça foi aplicada a 

Equação 2: 

                  
                       

           
                                       

 

A turbidez foi medida utilizando um turbidímetro portátil HI 98703, e os valores 

expressos em NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez). 

 

4.8. DETERMINAÇÃO DA BIOMASSA FÚNGICA 

 

 A concentração de biomassa (Figura 6) foi calculada por secagem da massa micelial. 

A biomassa retida no papel filtro foi seca em estufa a 45ºC até atingir peso constante. A 

massa seca final foi determinada pela diferença entre a massa do papel de filtro com a 

biomassa. 
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Figura 6: Biomassa fúngica produzida após 15 dias de cultivo do P. sajor-caju em frascos 

agitados a 25ºC e 180 rpm, em meio composto por vinhaça, antes (A) e após (B) secagem. 

 

4.9. PURIFICAÇÃO DA LACASE 

 

Os sistemas aquosos bifásicos (SABs) (Figura 7) foram formados pelo polímero 

polietilenoglicol (PEG) em diferentes pesos moleculares (1500, 4000, 6000 e 8000 g.mol
-1

) e 

tampão citrato, sendo preparados em tubos de centrifuga graduados pesando as quantidades 

apropriadas do PEG, do tampão citrato, água e caldo enzimático. Os tubos foram 

homogeneizados em vórtex, e centrifugados a 3000 rpm por 20 minutos colocados em 

equilíbrio em um banho termostático a 25 ± 1ºC e pressão atmosférica durante 12 horas. As 

fases de topo e fundo dos sistemas foram cuidadosamente coletadas com uma agulha longa. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e em seguida os parâmetros de 

purificação foram determinados. 

 

(A) (B) 
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Figura 7: Sistema aquoso bifásico em tubo Falcon constituído por polímero 

(polietilenogicol - PEG) na fase de topo e sal (tampão citrato) na fase de fundo. 

O coeficiente de partição foi definido como a concentração de proteína ou atividade 

enzimática na fase de topo, dividida pelo valor correspondente na fase de fundo. Sendo KP o 

coeficiente de partição das proteínas e KE o coeficiente de partição da enzima, encontrados 

através das Equações (3) e (4): 

 

    
  

  
                                                                            

 

    
   

   
                                                                         

 

onde: CT é a concentração de proteína total (mg/L) na fase de topo, CB é a concentração de 

proteína total na fase de fundo, EAT é a atividade enzimática (U/L) na fase de topo e EAB é a 

atividade enzimática na fase de fundo. 

Para avaliar o processo de purificação, a atividade específica enzimática (SA, U/mg de 

proteína) foi calculada pela equação (5), a enzima recuperada na fase de topo (RET, %) e 

fundo (REB, %) foi calculada através das equações (6) e (7), respectivamente, após calcular 

razão volumétrica entre as fases (RV), e por fim o fator de purificação (PF – vezes), calculado 

de acordo com a equação (8). 

Fase de topo 

(PEG) 

Fase de fundo 

(tampão citrato) 
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onde: o fator de purificação (FP) foi calculado utilizando a razão entre a atividade específica 

(SA) nas fases de topo ou fundo (dependendo da fase em que a enzima é concentrada) e da 

atividade específica (SAi) da Lacase após o processo de fermentação. 
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Capítulo 5 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. PRODUÇÃO E INDUÇÃO DA LACASE 

 

O cultivo do P. sajor-caju em vinhaça foi realizado durante 15 dias a 28ºC e 180 rpm 

de agitação. Devido às condições de adaptação do fungo P. sajor-caju ao meio, o pH foi 

ajustado para 6,0 uma vez que a pH ácido proveniente da vinhaça pode causar a desnaturação 

da enzima (ESPAÑA-GAMBOA et al., 2015). Os ajustes das condições de cultivo para esse 

fungo e meio de cultivo foram reproduzidas de trabalhos anteriores, justificando a alteração 

do pH para uma melhor biodegradação do resíduo (FERREIRA et al., 2010; FERREIRA et 

al., 2011; VILAR et al., 2017). 

O processo fermentativo deve ser acompanhado pela produção da enzima, do consumo 

do substrato e como o crescimento do fungo. Assim, a produção da enzima lacase é mostrada 

na Figura 8, onde podemos observar que a maior produção ocorreu no 6º dia de cultivo com 

atividade de 130,3 U/L. Para o mesmo fungo e meio (100% vinhaça), AGUIAR et al. (2010), 

através de fermentação semissólida, obtiveram atividade de lacase máxima de 10,53 U/L 

durante os 6 primeiros dias de fermentação. FERREIRA et al.
 
(2010), utilizando fermentação 

submersa, obtiveram produção de 400 U/L no 9º dia de cultivo e VILAR et al.
 
(2017) de 400 

U/L no 12º dia. Essa diferença entre atividades enzimática se deve a fatores como a 

composição química da vinhaça, a procedência do mosto utilizado para sua geração, se de 

melaço, misto ou do caldo. 
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Figura 8: Atividade da lacase (U/L) (●) de P. sajor-caju durante 15 dias de cultivo a 28ºC e 

180 rpm em meio 100% vinhaça. 

 

A produção de lacase por P. sajor-caju pode variar a depender das condições de 

crescimento do fungo. FOKINA et al.
 
(2016) obtiveram produção de 70 U/L em 7 dias de 

cultivo em meio YGA (yeast extract-agar-glucose) a 28ºC e agitação de 120 rpm. O efeito da 

temperatura e pH na produção da lacase de P. sajor-caju foi estudado em meio Kirk 

modificado, variando a temperatura entre 20 e 35ºC em intervalos de 5ºC e o pH do meio 

entre 4 e 6 em intervalos de 0,5, onde as condições ótimas encontradas foram de 30ºC e pH 6, 

com atividade enzimática de 620 U/L, sob condições de agitação de 125 rpm (PATRICK et 

al., 2011). Outro estudo utilizou um meio líquido de crescimento composto por glicose (10g), 

asparagina (1g), extrato de levedura (0,5g), sulfato de magnésio (0,01g), sulfato de ferro (II) 

(0,01g) e água Milli-Q (1L), onde se obteve atividade da lacase de aproximadamente 17 U/L 

no 8º dia de cultivo, a 30ºC (SAHAY et al., 2008). Em escala a nível industrial, LIU et al. 

(2016) produziram lacase de Pycnoporus sp. atingindo 80 U/mL em um biorreator de 5 

toneladas, utilizando um meio composto por maltose, extrato de levedura e peptona.   

Nota-se que a produção da lacase pode variar de acordo com as condições de cultivo, 

como por exemplo, o pH, a temperatura e tempo de incubação, agitação, meio de cultivo, 
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presença de indutores e a espécie de microrganismo utilizada (BRIJWANI et al., 2010; 

FERREIRA et al., 2010; STRONG e CLAUS, 2011). 

 

5.1.1 Indução da Lacase por Sulfato de Cobre 

 

O uso de indutores é de grande importância para aumentar a produção enzimática
 

(ZHUO et al., 2017), e o cobre é conhecido na literatura por elevar de forma considerável a 

atividade da lacase (KHAMMUANG et al., 2013; FOKINA et al., 2016). 

Nossos resultados podem ser observados na Figura 9. As concentrações de 1,0 mM e 

0,6 mM de CuSO4 resultou em atividades enzimáticas máximas de 285 e 505,5 U/L, 

respectivamente, no 6º e 3º dia de cultivo. A maior atividade da lacase ocorreu no 3º dia e foi 

539,3 U/L, na concentração de 0,4 mM de CuSO4, sendo 4 vezes maior que a amostra 

controle, que consistia de 100% vinhaça como meio de cultivo, o que mostra a importância do 

uso de indutores para redução do tempo de fermentação para obtenção da enzima lacase, que 

reduziria os custos de produção comercial da enzima. Esse resultado corrobora com os dados 

encontrados por MANAVALAN et al. (2013) para a produção de lacase pelo fungo 

Ganoderma lucidum, onde se obteve um aumento de 7,5 vezes em um meio nutritivo com 

amido adicionando 0,4 mM de CuSO4, sendo esta a melhor concentração dentre as testadas 

(0,1; 0,2; 03; 0,4; 0,5 e 0,6 mM). 
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Figura 9: Atividade da Lacase (U/L) de P. sajor-caju em amostra de controle (●) e induzida 

por CuSO4 em concentrações de 1,0 mM (●), 0,6 mM (●) e 0,4 mM (●), durante 15 dias de 

cultivo a 28ºC e 180 rpm. 

 

O cobre influencia a produção através da transcrição de genes da lacase fúngica, 

embora os mecanismos que conduzem a indução ainda estejam sob investigação (PEZZELLA 

et al., 2013). Outra hipótese está relacionada aos átomos de cobre presentes no sítio catalítico 

da enzima. Ao adicionar mais cobre ao meio, o mesmo atua como um co-fator enzimático,  

aumentando o numero de grupos funcionais associados a catálise enzimática e elevando, 

consequentemente, a atividade da lacase (GIARDINA et al., 2010).  A concentração de 

CuSO4 afeta a atividade enzimática, na qual, para o fungo estudado, concentrações mais 

baixas proporcionaram maior atividade. Apesar do cobre ser essencial para induzir a produção 

de lacase por basidiomicetos, existe uma quantidade ideal necessária para cada espécie, e 

quantidades acima da ideal leva a redução na atividade enzimática. Uma das explicações para 

isso é que em altas concentrações, o cobre atua como um potente inibidor para o crescimento 

do fungo (RIVERA-HOYOS et al., 2013; CHEN et al., 2003). Isso pode ser confirmado por 

estudo realizado por PATRICK et al. (2011), no qual foram testados concentrações entre 0,1 e 

2,0 mM para produção de lacase por P. sajor-caju e obtiveram os melhores resultados nas 

concentrações de 0,1 e 0,2 mM. Outros autores obtiveram resultados semelhantes, atingindo 
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altas produções da lacase de Lentinus polychrous em concentrações de 0,1 e 0,3 mM de 

CuSO4 e baixas produções em concentrações de 1,0 e 3,0 mM (KHAMMUANG et al., 2013). 

Resultados similares de indução da lacase produzida por P. sajor-caju foram 

encontrados utilizando 0,3 mM de CuSO4 como indutor, onde a atividade enzimática foi 

aumentada em 3,7 vezes (PATRICK et al., 2011).  Em outro estudo, a produção da lacase teve 

um aumento de 70 U/L para aproximadamente 185 U/L ao adicionar 1,0 mM de CuSO4, 

obtendo uma indução de 2,6 vezes em 7 dias de fermentação, sendo o indutor adicionado 3 

dias após a inoculação (FOKINA et al., 2016). O presente trabalho obteve aumento da 

atividade enzimática em 4 vezes utilizando 0,4 mM de CuSO4 e o pico máximo de atividade 

foi encontrado com o tempo de fermentação reduzido em 3 dias, em relação a amostra 

controle (100% vinhaça). 

 

5.1.2 Indução da Lacase por Etanol 

 

O uso de álcoois, como o etanol, foi relatado como substituto de compostos 

aromáticos, como pirogalol e ácido ferúlico, na indução de lacase por P. sajor-caju, 

diminuindo os custos do processo e evitando danos ao ser humano (MANAVALAN et al., 

2013). 

Os resultados para a indução da enzima por etanol são apresentados na Figura 10. A 

maior atividade enzimática encontrada para a lacase foi de 364,5 U/L no 6º dia, para o cultivo 

contendo 2% de etanol, obtendo indução de 2,8 vezes e sendo esta a concentração ótima para 

o fungo. Com 1% de etanol encontrou-se atividade enzimática de 237,5 U/L no 9º dia de 

cultivo. Para a concentração 3% de etanol não houve atividade enzimática, provavelmente por 

esta maior concentração ser tóxica para o P. sajor-caju, impedindo o seu crescimento e 

consequente produção de enzimas. Vale a pena salientar que a vinhaça já apresenta etanol 

residual proveniente do processo de destilação, o que explicaria a concentração de 3% ter 

inibido o crescimento fúngico e consequentemente a não produção da enzima, já que 

trabalhos realizados por MANAVALAN et al. (2013) mostram indução da enzima utilizando 

concentrações de até 5% de etanol utilizando o fungo G. lucidum. 
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Figura 10: Atividade da lacase (U/L) de P. sajor-caju em amostra de controle (●) e induzida 

por etanol em concentrações de 3% (v/v) (●), 2% (v/v) (●) e 1% (v/v) (●), durante 15 dias de 

cultivo a 28ºC e 180 rpm. 

 

Apesar de o etanol ser apontado como indutor da lacase, pouco se sabe sobre o modo 

de indução. Alguns autores sugerem que o etanol pode induzir os genes da enzima através de 

um estresse oxidativo, causado pela ruptura da membrana, promovendo a secreção da enzima 

(CROWE e OLSSON, 2001; LOMASCOLO et al., 2003). 

Um fator que pode afetar a indução por etanol é o nitrogênio encontrado no meio de 

cultivo. HERNÁNDEZ et al. (2015) induziram a produção de lacase por Pycnoporus 

sanguineus utilizando 3 g/L de etanol e uma fonte de nitrogênio simples (mineral) ou 

complexa (orgânica). Obteve-se valor de atividade enzimática de 31 U/L para fermentações 

compostas com o etanol e a fonte de nitrogênio complexa, e 1,6 U/L para etanol e fonte de 

nitrogênio simples, mostrando que a produção depende das condições de fornecimento de 

nitrogênio, que na presença de fontes complexas o etanol possui um efeito positivo na 

produção da enzima. Os resultados encontrados pelo autor confirmam a indução da lacase 

fúngica por etanol no presente trabalho, visto que a vinhaça é uma fonte de nitrogênio 

orgânica. 
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Para a lacase de G. lucidum houve indução por etanol em todas as concentrações 

testadas (1, 2, 3, 4 e 5% v/v), sendo a maior com 3% (v/v) de etanol, cultivada em meio basal 

por 15 dias a 30ºC e induzindo em 14 vezes (2,5 U/mL) a produção da lacase, mostrando que 

esse fungo possui alta tolerância ao etanol (MANAVALAN et al., 2013). 

  

5.1.3 Indução da Lacase por THF 

 

 O tetrahidrofurano (THF) é um éter cíclico, completamente miscível em água, e foi 

testado como possível indutor da lacase excretada pelo P. sajor-caju (SU et al., 2002; 

PURKAYASTHA e MADHURIMA, 2013). A tentativa é de que sua adição ao meio pudesse 

causar um estresse oxidativo, aumentando a síntese enzimática. A intenção é de que, caso a 

indução ocorresse, pudéssemos trabalhar com SABs baseados em THF/tampão citrato, 

facilitando a purificação da enzima. 

 Para o estudo, o THF foi adicionado ao meio nas concentrações de 1, 2 e 3%, porem, o 

composto acabou inibindo fortemente o crescimento fúngico e consequentemente a produção 

da lacase, não havendo atividade enzimática em nenhuma das concentrações testadas. 

 

5.2. PRODUÇÃO DE BIOMASSA 

 

A biomassa é uma importante fonte para inóculo, sendo utilizada como aditivos 

alimentares e para extração de compostos antimicrobianos, aromas, polissacarídeos, 

antioxidantes e etc (KIRSCH et al., 2016). Neste sentido, o cultivo de P. sajor-caju em meio 

contendo vinhaça e CuSO4 como indutor resultou em quantidade de biomassa de 10,08 g/L, 

sendo esta a maior encontrada no presente trabalho. A Figura 11 mostra a quantidade de 

biomassa produzida nas diferentes condições de meio, sendo o controle constituído por 

vinhaça pura e as demais por vinhaça e indutores. Observa-se que quanto maior a atividade 

enzimática maior é a produção de biomassa. Ao relacionar a quantidade de biomassa 

produzida e a produção da lacase pode-se notar que a produção da enzima esta diretamente 

relacionada à quantidade de biomassa, corroborando com estudos encontrados na literatura 

(DAS et al., 1997, LIU et al., 2016; VILAR et al., 2017). 
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Figura 11: Biomassa (g/L) e atividade da Lacase (U/L) (●) produzida pelo P. sajor-caju em 

meio contendo vinhaça pura (controle) e vinhaça com CuSO4 e etanol como indutores, 

cultivados durante 15 dias a 28ºC (± 2ºC) e 180 rpm. 

 

A quantidade de biomassa produzida por P. sajor-caju em um estudo em meio 

contendo vinhaça e bagaço de cana-de-açúcar durante 30 dias de fermentação, encontrando 

117,87 g/L, sendo esse alto valor atribuído a natureza altamente nutritiva do meio utilizado 

(AGUIAR et al., 2010). Utilizando o mesmo fungo, VILAR et al. (2017) obtiveram produção 

de biomassa de 22,06 g/L em meio contendo vinhaça enriquecida com glicose, mostrando a 

importância da glicose para maior produção da biomassa. Em outro estudo, se analisou a 

relação entre produção de biomassa e lacase, cultivando o fungo em solução mineral, e a 

máxima quantidade de biomassa encontrada de 5,2 g/L foi associada a maior atividade da 

lacase (40 U/mL), confirmando relação entre a produção de enzimas e o crescimento do 

microrganismo (BETTIN et al., 2011). 

 

5.3. DESCOLORAÇÃO E REMOÇÃO DA TURBIDEZ 

 

A vinhaça é altamente poluente e possui a cor escura devido à presença compostos 

fenólicos, como ácido tânico e ácido húmico, e melanoidinas, que são biopolímeros 
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recalcitrantes gerados a partir da reação de Maillard, na qual são combinados aminoácidos 

com açúcares (carboidratos) (ROBLES-GONZÁLEZ et al., 2012; ESPAÑA-GAMBOA et 

al., 2011). Sendo assim, é de fundamental importância seu tratamento antes do descarte ou 

reutilização, diminuindo sua coloração e removendo sua turbidez. 

O processo de descoloração e remoção da turbidez da vinhaça se inicia a partir do 3º 

dia de fermentação. A Figura 12 mostra a descoloração e remoção da turbidez da vinhaça em 

meio sem adição de indutores durante 15 dias de fermentação. Os valores máximos 

alcançados foram de 92% e 99,2% para remoção da cor e turbidez, respectivamente, após o 

15º dia de cultivo, em meio sem adição de indutores. 

 

 

Figura 12: Descoloração (%) (●) e remoção da turbidez (%) (●) da vinhaça de cana-de-

açúcar em sua forma in natura (0), após tratamento utilizando P. sajor-caju por 3 dias, 6 dias, 

9 dias, 12 dias e 15 dias a 28ºC (± 2ºC) e 180 rpm. 

 

Os resultados de descoloração apresentados nesse trabalho (92%) estão próximos aos 

já descritos na literatura, com valores próximos de 99 e 96%, para 15 dias de cultivo. Para a 

remoção da turbidez, os valores (99,2%) são ainda mais próximos (99 e 97%) (FERREIRA et 

al., 2010; VILAR et al., 2017). A descoloração e remoção da turbidez da vinhaça se deve a 

atividade das enzimas, que atacam os compostos recalcitrantes responsáveis por essa cor 
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característica (FUESS et al., 2014).
 
Esses resultados mostram a consistência dos nossos dados 

utilizando P. sajor-caju para o tratamento biológico da vinhaça. 

Os meios compostos por vinhaça e indutor também tiveram uma boa remoção de cor, 

variando entre 81 e 92% de descoloração, com exceção da concentração de 3% de etanol que 

não houve a remoção da cor da vinhaça, mostrando a relação com a presença da enzima. O 

mesmo ocorreu para os resultados da remoção da turbidez, ao passo que ao todas as amostras 

induzidas com CuSO4 obtiveram remoção entre 97,8 e 99%, e as induzidas por 1 e 2% de 

etanol obtiveram 92,6 e 97,8%, respectivamente. Assim como na descoloração da vinhaça, a 

concentração de 3% de etanol não apresentou remoção da turbidez na presença do P. sajor-

caju, o provável motivo se deve a concentração ter sido tóxica ao fungo, fazendo com que o 

fungo não se proliferasse e assim não produzisse enzimas. 

Estudos relatam a descoloração e remoção da turbidez da vinhaça utilizando outros 

tratamentos e microrganismos, como 89,7% de descoloração e 79,2% de remoção da turbidez 

obtidos por CAMPOS et al. (2014), ao tratar o resíduo com microrganismos presentes em 

lodo ativado e em varias etapas de processo (fermentação com sistema de alto fluxo, filtração, 

floculação química, fermentação com sistema de baixo fluxo, neutralização e desinfecção). 

THANAPIMMETHA et al. (2017) obtiveram 88,5% de remoção da cor da vinhaça utilizando 

o processo eletro-fenton. RODRÍGUEZ et al. (2012) utilizaram um reator de leito fluidizado 

anaeróbio para tratar a vinhaça através de comunidades microbianas (bactérias e archaea). O 

fungo Phanerochaete chrysosporium foi usado por DAHIYA et al. (2001) para tratar vinhaça, 

obtendo 80% de descoloração. Para todos os casos a remoção da cor está atribuída a 

degradação da melanoidina, sendo que para os tratamentos biológicos ocorre devido a 

atividade enzimática, seja microbiana ou produzida por fungos. 

Os resultados mostram que a adição de CuSO4 e etanol como indutores da lacase não 

interferem na degradação da melanoidina, a síntese e excreção de enzimas pelo fungo 

continua ocorrendo, quebrando esses compostos complexos presentes na vinhaça. A eficiência 

do P. sajor-caju em descolorir a vinhaça e sua capacidade em degradar compostos 

recalcitrantes foi provada nesse trabalho, corroborando com outros existentes na literatura 

(FERREIRA et al., 2010; FERREIRA et al., 2011; VILAR et al., 2017), obtendo altas taxas 

de descoloração e redução da turbidez. 
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5.4. PURIFICAÇÃO DA LACASE 

 

SABs a base de PEG + tampão citrato foram utilizados para a purificação da enzima 

lacase produzida a partir da degradação da vinhaça utilizando o fungo P. sajor-caju. Os 

sistemas foram preparados inicialmente utilizando 10% (m/m) de PEG + 15% (m/m) de 

tampão citrato + 45% (m/m) de água e 30% (m/m) do caldo enzimático à 25ºC. As condições 

para o regime bifásico para os sistemas formados por PEG e tampão citrato foram 

previamente descritas na literatura (AZEVEDO et al., 2009). 

A estabilidade e a partição da enzima em diferentes valores de pH (5,0; 6,0 e 7,0) foi 

investigada em sistemas contendo PEG 4000 e tampão citrato. A Tabela 5 mostra a influencia 

do pH na atividade enzimática nas fases de topo e fundo do sistema. Os resultados mostram 

que a maior atividade enzimática é obtida na fase de topo para o pH 6,0. Esses resultados 

estão associados à estabilidade da lacase pelo qual pH mais extremos, como entre 3,0 a 5,0 e 

9,0 a 10,0 proporcionam grandes diminuições na atividade enzimática (SILVÉRIO et al., 

2013). Assim, as demais etapas de otimização da purificação foram conduzidas em SABs 

utilizando o tampão citrato com o pH  6,0. 

Tabela 5: Atividade da Lacase (U/L) no topo e fundo do sistema composto por PEG 4000 e 

tampão citrato em diferentes pH (5,0; 6,0 e 7,0). 

pH 
Atividade da Lacase 

no topo (U/L) 

Atividade da Lacase 

no Fundo (U/L) 

5,0 27,40 ± 5,81 21,94 ± 4,56 

6,0 507,25 ± 24,30 195,36 ± 17,98 

7,0 438,71 ± 20,56 78,83 ± 10,28 

 

Ainda no estudo da influencia do pH, a Figura 13 mostra seu impacto na partição da 

lacase ao obter os resultados de coeficiente de partição da enzima. A fase polimérica do 

sistema carrega uma carga positiva, enquanto a fase rica em sal tem uma carga negativa. 

Assim, o particionamento para fase superior do sistema (KE > 1) pode ser explicado devido ao 

ponto isoelétrico (pI) da lacase ser ácido (4,5) e consequentemente as cargas superficiais 

negativas, fazendo com que para os valores de pH estudado (5,0; 6,0 e 7,0) prefiram se mover 

para fase superior, rica em polímero, enquanto que as proteínas carregadas positivamente se 

movem para fase inferior (rica em sal) (BALDRIAN et al., 2006; NADAR et al., 2017). 
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Figura 13: Coeficiente de Partição da Lacase em diferentes valores de pH (5,0; 6,0 e 7,0) 

para sistema composto por PEG 4000 e tampão citrato. 

 

Com o objetivo de melhorar a purificação, PEGs com diferentes massas moleculares 

foram investigados (1500, 4000, 6000 e 8000 g/mol) para a partição da lacase. Os sistemas 

foram preparados em concentrações fixas de 10% (m/m) de PEG e 15% (m/m) de tampão 

citrato (pH 6,0) e os resultados de coeficiente de partição da enzima (KE) e fator de 

purificação (PF) são mostrados na Figura 14. Verifica-se que utilizando o PEG 1500 se obtêm 

maior fator de purificação, sendo esse o melhor para se trabalhar com essa lacase. A 

separação da enzima entre as fases do sistema foi preferencialmente para a fase de topo (rica 

em PEG) com KE > 1 em todos os sistemas estudados, mostrando que a lacase é relativamente 

hidrofóbica e tem boa interação com o PEG, corroborando com estudos feitos por 

RATANAPONGLEKA (2012). 
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Figura 14: Dados de coeficiente de partição (KE) e fator de purificação (FP) da Lacase nas 

fases de topo e fundo do sistema PEG em diferentes pesos moleculares (1500, 4000, 6000 e 

8000 g/mol) e tampão citrato (pH 6,0) a 25ºC. 

O efeito da massa molecular do PEG desempenhou um importante mecanismo de 

purificação da lacase, ou seja, o fator de purificação foi maior seguindo esta ordem: PEG 

1500 > 4000 > 6000 > 8000. Segundo RATANAPONGLEKA (2012), ao aumentar o peso 

molecular do PEG o resultado é um aumento do comprimento da cadeia do polímero e um 

efeito de exclusão, causando redução do volume livre e dando ao polímero uma conformação 

mais compacta com ligações hidrofóbicas intramoleculares, dificultando a partição de 

proteína na fase de topo. Esses resultados corroboram com descritos por SÁNCHEZ-

TRASVIÑA et al. (2017), onde a lacase de Trametes versicolor teve preferência para a fase 

superior do sistema formado por PEG e fosfato de potássio, e ao aumentar o peso molecular 

do PEG a recuperação da lacase na fase rica em PEG diminuiu. 

Seguindo as etapas de purificação, o efeito da concentração de PEG 1500 (10 - 18% 

m/m) na purificação da lacase foi investigado. A concentração de tampão citrato foi mantida 

constante em 15% (m/m). A Tabela 6 mostra os resultados de fator de purificação e 

recuperação da lacase nas fases de topo e fundo dos sistemas. A interação hidrofóbica entre o 
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PEG e a superfície da enzima aumenta com o aumento da concentração do polímero até a 

concentração de 12% (m/m) com valores de FP = 2,31. Em concentrações de PEG acima de 

12% (m/m), o fator de purificação diminuiu, provavelmente porque a alta concentração do 

polímero no sistema aumenta a viscosidade e tensão interfacial entre as fases, dificultando a 

partição da enzima para a fase superior (MAYOLO-DELOISA et al., 2009). 

 

Tabela 6: Dados de fator de purificação (PF) e recuperação (RE) da Lacase nas fases de topo 

e fundo do sistema composto por PEG 1500 em diferentes concentrações e tampão citrato (pH 

6,0) a 25ºC. 

PEG 1500 FP topo FP fundo RE topo (%) RE fundo (%) 

10% 2,01 ± 0,11 0,04 ± 0,01 86,53± 3,0 13,47 ± 3,0 

12% 2,31 ± 0,13 0,02 ± 0,01 99,81 ± 0,0 0,19 ± 0,0 

15% 2,18 ± 0,08 0,04 ± 0,01 99,46 ± 0,0 0,54 ± 0,0 

18% 1,95 ± 0,10 0,05 ± 0,02 99,18 ± 0,0 0,81 ± 0,0 

 

O efeito da concentração (15 – 24%, m/m) de tampão citrato a pH 6,0 nos SABs para a 

purificação da lacase também foi investigado e os resultados são apresentados na Tabela 7. O 

aumento da concentração de sal até 20% purificou a lacase mais para a fase rica em PEG (fase 

de topo) com PF = 2,88. Este efeito é conhecido como salting-out, pelo qual as enzimas são 

parcialmente hidratadas com o aumento da concentração do sal e são mais facilmente 

expulsas para a fase oposta (BARBOSA et al., 2011). Em concentrações acima de 20% (m/m) 

a purificação da lacase diminuiu consideravelmente, provavelmente pelo aumento da 

densidade da fase rica em sal (MAYOLO-DELOISA et al., 2009). 

Tabela 7: Dados de fator de purificação (FP) e recuperação (RE) da Lacase nas fases de topo 

e fundo do sistema composto por 12% de PEG 1500 e tampão citrato (pH 6,0) em diferentes 

concentrações a 25ºC. 

Tampão citrato FP topo FP fundo RE topo (%) RE fundo (%) 

15% 2,31 ± 0,13 0,02 ± 0,01 99,81 ± 0,0 0,19 ± 0,0 

18% 2,65 ± 0,11 0,04 ± 0,01 99,88 ± 0,0 0,12 ± 0,0 

20% 2,88 ± 0,08 0,03 ± 0,01 99,92 ± 0,0 0,08 ± 0,0 

22% 0,95 ± 0,02 0,01 ± 0,00 99,58 ± 0,0 0,42 ± 0,0 

24% 0,72 ± 0,13 0,01 ± 0,00 99,47 ± 0,0 0,53 ± 0,0 
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Assim, a lacase obtida a partir da degradação da vinhaça utilizando o fungo P. sajor-

caju foi purificada 2,88 vezes com recuperação de 99,92% para a fase de topo do sistema 

utilizando SAB baseados em PEG + tampão citrato (pH 6,0), no entanto, a eletroforese deve 

ser investigada para confirmação da pureza da lacase extraída. 

MAYOLO-DELOISA et al. (2009) obtiveram fator de purificação de 2,48 e 

recuperação de 95% ao utilizar sistema formado por PEG 1000 e fosfato de potássio para 

recuperar lacase produzida por Agaricus bisporus. RATANAPONGLEKA (2012) purificou a 

lacase de Lentinus polychrous 1,98 vezes, com recuperação de 99% em sistemas PEG 4000 e 

fosfato de potássio. A lacase de P. sapidus foi purificada 1,68 vezes, com rendimento de 

recuperação de 105% para a fase de topo do sistema PEG 3000 e fosfato (PRINZ et al., 2014). 

Mais recentemente, RAJAGOPALU et al. (2016) obtiveram fator de purificação de 8,03 

vezes e recuperação de 99,4% da lacase de Hericium erinaceus para fases de fundo do SAB 

formado por PEG 8000 + tampão fosfato. 

Portanto, a busca em desenvolver processos para a purificação da lacase produzida a 

partir da degradação da vinhaça utilizando PEG foi escolhida por ser eficaz na supressão da 

desnaturação da lacase, e o sal de citrato devido sua natureza biodegradável e não tóxico, o 

que caracteriza todo este processo como ambientalmente mais correto. 
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Capítulo 6 

6. CONCLUSÕES 

 

O estudo relata que o uso de indutores, como CuSO4, aumentam significativamente a 

síntese de lacase por P. sajor-caju usando vinhaça como substrato. A enzima foi purificada 

por meio de sistemas aquosos bifásicos, em uma única etapa de purificação, e o maior fator de 

purificação encontrado nesse estudo foi de 2,88, com o sistema composto de 12% de PEG 

1500 (m/m), 20% de tampão citrato (m/m), 30% do caldo enzimático (m/m) e 38% de água 

(m/m), apresentando afinidade com a fase polimérica do sistema e mostrando que SAB é uma 

técnica promissora para purificação da lacase produzida em meio contendo vinhaça. A 

vinhaça foi tratada, obtendo descoloração de 92% e remoção da turbidez de 99,2%. Portanto, 

esse estudo utilizou com sucesso o uso de indutores junto ao resíduo altamente poluente para 

produção enzimática, agregando valor ao subproduto da indústria sucroenergética e 

consequentemente possibilitando a redução do custo de produção em função da redução do 

tempo de fermentação e aumento da atividade enzimática, visando sua viabilidade para 

aplicação em maior escala. 
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