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RESUMO: 

As lacases de origem fúngica são enzimas de alto potencial redox utilizadas na 

indústria de alimentos e em biotecnologia ambiental. Geralmente, a lacase imobilizada 

apresenta estabilidade maior do que a forma livre e ainda pode ser recuperada e 

reutilizada. A produção da lacase por Pleurotus pulmonarius foi realizada utilizando 

fermentação em estado sólido tendo resíduos agroindustriais como substrato. A 

condição de produção de lacase (893,5 U.L-1) foi com umidade inicial de 85%, 5 dias 

de cultivo e 30°C. As microesferas com lacase reticulada com glutaraldeído 2% 

apresentou a melhor eficiência de imobilização (72,4%) e reduziu a lixiviação 

enzimática em aproximadamente 3 vezes. O pH 4,0 foi o ótimo da lacase livre e 

imobilizada, enquanto que a temperatura ótima foi 40 e 50 °C, respectivamente. A 40 

°C a constante de decaimento (k1) da lacase imobilizada reduziu em 2 vezes e o tempo 

de meia vida aumentou 2,3 vezes em relação aos valores obtidos para a enzima livre. 

O valor de km aumentou de 0,124 para 0,177 mM e o valor de Vm diminuiu de 0,162 

para 0,089 mM.min-1 na lacase livre e imobilizada, respectivamente. A lacase livre e 

imobilizada foram inibidas pelo β-mercaptoetanol, SDS e EDTA e ativadas na 

presença de Cu+2. A lacase livre reteve 36% da atividade inicial após 7 dias de 

armazenamento, enquanto a lacase imobilizada manteve 67%. Após cinco ciclos de 

uso a lacase imobilizada apresentou atividade superior a 70%. Estes resultados 

indicam que a lacase apresenta características físico-químicas que permitem a 

utilização tanto da sua forma livre quanto imobilizada. Além disso, a imobilização 

melhorou a estabilidade ao armazenamento e possibilitou o reuso da lacase.  

Palavras-Chave: Lacase, imobilização, caracterização e Pleurotus pulmonarius. 

  



 

 
Immobilization and partial physicochemical characterization of a laccase 

produced by Pleurotus pulmonarius using solid-state fermentation with 
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ABSTRACT: 

Laccases of fungal origin are high potential redox enzymes used in the food industry 

and environmental biotechnology. Generally, the immobilized laccase has greater 

stability than the free form and can still be recovered and reused. Pleurotus 

pulmonarius laccase production was performed using solid-state fermentation with 

agroindustrial residues as substrate. The condition of laccase production (893.5 U.L-1) 

was with initial humidity of 85%, 5 days of cultivation and 30 °C. The microspheres with 

2% glutaraldehyde cross-linked laccase showed the best immobilization efficiency 

(72.4%) and reduced enzymatic leaching by approximately 3-fold. The pH 4.0 was the 

optimum of free and immobilized laccase, while the optimum temperature was 40 and 

50 °C, respectively. At 40 °C the decay constant (k1) of the immobilized laccase 

decreased by 2 times and the half-life increased 2.3 times compared to the values 

obtained for the free enzyme. The km value increased from 0.124 to 0.177 mM and the 

Vm value decreased from 0.162 to 0.089 mM.min-1 in free and immobilized laccase, 

respectively. Free and immobilized laccase were inhibited by β-mercaptoethanol, SDS 

and EDTA and activated in the presence of Cu+2. Free laccase retained 36% of initial 

activity after 7 days of storage, while immobilized laccase maintained 67%. After five 

cycles of use the immobilized laccase showed activity greater than 70%. These results 

indicate that laccase has physicochemical characteristics that allow the use of both its 

free and immobilized form. In addition, immobilization improved storage stability and 

enabled laccase reuse. 

 

Keywords: Laccase, immobilization, characterization and Pleurotus pulmonarius. 
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1. INTRODUÇÃO 

 A lacase é uma enzima que pertence à família da multicobre oxidases e 

catalisam reações de oxidação do substrato concomitantemente como a redução do 

oxigênio molecular (O2) à água (H2O). Estas enzimas são encontradas em diversos 

organismos, porém às produzidas por fungos decompositores da madeira são de 

grande interesse biotecnológico. Entre as espécies de fungos, o Pleurotus 

pulmonarius está entre as mais estudas, principalmente pela alta produção de lacase 

e pela facilidade de crescimento em substratos lignocelúsicos, como os provenientes 

da indústria do processamento da pupunha (Bactris gasipaes) e da amêndoa de cacau 

(Theobroma cacao) (SINGH; SINGH, 2014; PERALTA et al., 2016).  

 Devido ao elevado potencial redox da lacase estudos estão sendo 

desenvolvidos com vista a sua aplicação em diversos setores industriais. No entanto, 

muitas das condições operacionais da indústria são incompatíveis as características 

físico-químicas da lacase em sua forma solúvel. Portanto, torna-se imperativo o 

estudo e desenvolvimento de sistemas enzimáticos que garantam a maior eficiência 

e estabilidade da lacase (GIARDINA et al., 2010; MATE; ALCALDE, 2017).  

 Entre as maiores limitações para uso da lacase solúvel estão a dificuldade de 

recuperação, sensibilidade a ação de agentes desnaturantes e baixa estabilidade 

condições extremas, como pH e temperatura. Assim, a imobilização enzimática surge 

como uma tecnologia viável e capaz de superar estas limitações. Geralmente, a 

enzima imobilizada ganha estabilidade, tem a recuperação e reutilização facilitada, 

possibilitando, assim, a redução dos custos dos do processo (CARVALHO; LIMA; 

SOARES, 2015; MOHAMAD et al., 2015; SOUZA; et al., 2017).  

 Várias métodos de imobilização são abordados na literatura, porém o 

aprisionamento enzimático em microesferas de alginato se destaca como uma técnica 

ecologicamente correta, de baixo custo e de fácil execução. No entanto, essa técnica 

apresenta como principal limitação o tamanho dos poros formados na matriz de 

alginato, o que dificulta a retenção da enzima nesse suporte (BRUGNARI et al., 2018). 

O presente estudo realizou o aprisionamento enzimático em microesferas de alginato 

o empregando a lacase reticulada com glutaraldeído e a caracterização físico-química 

da enzima tanto da sua forma livre e como na imobilizada.   
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 O Gênero Pleurotus 

 Os basidiomicetos do gênero Pleurotus pertencem à ordem Agaricales e à 

família Pleurotaceae e são também denominados fungos da podridão da madeira. 

Reconhecidas mundialmente por seu valor gastronômico, as espécies do gênero 

Pleurotus se destacam como uma importante fonte de nutrientes, particularmente 

proteínas, minerais, bem como vitaminas B, C e D (PANJIKKARAN; MATHEW, 2013). 

Elas são encontradas nos ecossistemas florestais e geralmente se desenvolvem sob 

árvores mortas ou em troncos caídos, onde atuam enzimaticamente na degradação 

dos polímeros naturais, especialmente lignina. A bioconversão da lignina é um 

processo de grande relevância ambiental, pois contribui significativamente para a 

reciclagem do carbono nos ecossistemas (SINGH; SINGH, 2014; ). 

 Os fungos degradadores da madeira são excelentes produtores de enzimas 

lignolíticas com potencial para a aplicação biotecnológica industrial. Por isso, o 

interesse nestes organismos e aumento no número de estudos que visam a seleção 

de cepas e a otimização das dos meios de cultivo de espécies de gênero Pleurotus 

com alta capacidade de produção (PERALTA et al., 2016).  

 No que tange a produção de enzimas o Pleurotus ostreatus e o Pleurotus 

pulmonarius, se destacam como espécies bem estudas. O grande interesse por elas 

está relacionado às suas propriedades lignolíticas e com a facilidade de cultivo, pois 

desenvolvem seus micélios em diversos substratos, de onde extraem os nutrientes e 

obtém as substâncias necessárias para o crescimento, como carbono, nitrogênio, 

vitaminas e minerais (BALLAMINUT; MATHEUS, 2007; DIAS et al., 2003) 

 Os resíduos agroindustriais são substratos que dispõem dos nutrientes 

necessários para o cultivo de basidiomicetos. Estudos demonstram a capacidade de 

cepas do gênero Pleurotus de crescerem nos diferentes substratos como palha de 

arroz e palha de trigo (PANT; REDDY; ADHOLEYA, 2006; TANIGUCHI et al., 2005), 

casca da semente de café e sabugo de milho (DIAS et al., 2003), polpa e casca de 

frutas (ALEXANDRINO et al., 2007), capim (FANADZO et al., 2010), plantas daninhas 

(DAS; MUKHERJEE, 2007). O aproveitamento de resíduos agroindustriais no cultivo 

de micro-organismos agrega valor a estes produtos e também contribui para resolver 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pleurotaceae&action=edit&redlink=1
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os problemas ambientais decorrentes do seu acúmulo na natureza. (ALEXANDRINO 

et al., 2007; TASKIN et al., 2019). Além disso o uso de agro-resíduos combinado a 

eficientes processos fermentativos, viabilizam a produção de enzimas em grande 

quantidade e com as propriedades físico-químicas exigidas em aplicações industriais 

e biotecnológicas. 

 Os processos fermentativos em estado sólido têm se consolidado como 

tecnologia alternativa para produção de enzimas lignolíticas em larga escala. A 

fermentação em estado sólido (FES) pode ser definida como o processo de cultivo em 

que os micro-organismos crescem em suportes sólidos. Nessa técnica há umidade 

suficiente para garantir o crescimento e a atividade metabólica dos micro-organismo 

(HÖLKER; HÖFER; LENZ, 2004; PANDEY, 2003). Uma das vantagens da FES é que 

está reproduz as condições naturais de vida dos fungos, portanto, caracteriza-se como 

a técnica mais adequada para a obtenção de altas concentrações de enzimas a partir 

de substratos lignocelulósicos (RODRIGUEZ COUTO, 2008) 

 Os basidiomicetos se notabilizam por sua capacidade de degradar a lignina. A 

clivagem desse biopolímeros envolve a ação coordenada de um conjunto de enzimas 

extracelulares chamadas de modificadoras da lignina (EML). O conjunto de EML 

compreende três peroxidase: lignina peroxidase (LiP; EC 1.11.1.14), manganês 

peroxidase (MnP; EC 1.11.1.13) e uma versátil peroxidase (VP; EC 1.11.1.16) e uma 

fenol-oxidase: lacase (Lac; EC 1.10.3.2). Normalmente são secretadas diferentes 

combinações de isoformas destas enzimas ao longo do processo de despolimerização 

(ALEXANDRINO et al., 2007; BAZANELLA et al., 2013; GIATTI MARQUES DE 

SOUZA; ZILLY; PERALTA, 2002; PERALTA et al., 2016). 

 A habilidade para síntese de EML varia entre os basidiomicetos, por isso eles 

podem ser distribuídos em quatro grupos, de acordo com sua capacidade de produzir 

lacase e peroxidases: (1) os que produzem lacase e todas as peroxidases, (2) os que 

produzem lacase e pelo menos uma peroxidase, (3) os que produzem apenas lacase 

e os que produzem apenas peroxidases. O P. ostreatus e P. pulmonarius são 

excelentes produtores de lacase e Mn peroxidase (grupo 2), as demais peroxidases, 

aparecem em pequenas quantidades ou não são detectadas nas culturas destes 

fungos (BAZANELLA et al., 2013; PERALTA et al., 2016).  

 A lacase fúngica tem despertado o maior interesse, elas são capazes de 

catalisar reações com moléculas estruturalmente semelhantes à lignina, característica 
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que a aliada ao seu elevado potencial redox e baixa especificidade ao substrato 

oferece múltiplas possibilidades de aplicações, seja em processos industriais ou 

biotecnológicos  (RIVERA-HOYOS et al., 2013; YANG et al., 2017). 

2.2 Lacase 

 Lacases (Lac; EC 1.10.3.2) são fenol-oxidases que integram à classe das 

cupro-proteínas. No seu mecanismo de ação de ação usam o seu potencial redox do 

sítio ativo para catalisar a oxidação de diversos substratos, ao mesmo tempo que 

promovem a redução do oxigênio molecular à água (MATE; ALCALDE, 2017).  

 A atividade de lacase foi inicialmente identificada na seiva da espécie vegetal 

Rhus vernicifera, desde então, estudos apontam a presença dessa enzima em outros 

organismos como bactérias, insetos e fungos (ascomicetos e basidiomicetos) 

(GIARDINA et al., 2010; YOSHIDA, 1983). Em plantas, estão envolvidas na 

constituição da parede celular, onde participam da biossíntese da lignina. Já em 

bactérias as lacases participam da síntese de pigmentos e compõem o sistema de 

proteção das células microbianas contra os efeitos deletérios causados pela 

exposição ao peróxido de hidrogênio e a luz ultravioleta. Enquanto que nos insetos, a 

principal função atribuída a lacase relaciona-se aos processos de esclerotização da 

cutícula epidérmica (GIARDINA et al., 2010; MATE; ALCALDE, 2017). 

 Apesar de descritas em diversos organismos, as lacases de origem fúngica são 

as mais pesquisadas. Em fungos, participam de diversos processos relacionados à 

sua fisiologia, por exemplo, regulam a fase de esporulação e formação de pigmentos, 

atuam na patogênese de plantas e nos mecanismos de desintoxicação. Além disso as 

lacases integram o sistema enzimático modificador da lignina e está presente na 

maioria das espécies de fungos decompositores da madeira como o Trichoderma 

harzianum, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Pleurotus pulmonarius 

(HAKULINEN; ROUVINEN, 2015; MATE; ALCALDE, 2017; PERALTA et al., 2016; 

SINGH; SINGH, 2014). 

 As lacases produzidas por fungos decompositores da madeira são as 

multicobre oxidases melhor compreendidas do ponto vista bioquímico e estrutural. Em 

sua maioria apresentam-se como proteínas monoméricas e globulares, com peso 

molecular médio de 66 KDa, extracelulares e glicosiladas, com o teor de carboidratos 
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entre 15–30%. A extensão da glicosilação contribui para o aumento do peso molecular 

e confere às lacases maior estabilidade frente a ação de inativantes, como solventes, 

radicais livres e altas temperaturas. O seu pH ótimo e o ponto isoelétrico (pi) situam-

se na faixa ácida (pH 2-5) e as temperaturas ótimas situa-se na faixa de 30 a 70ºC 

(MATE; ALCALDE, 2017; SHARMA; GOEL; CAPALASH, 2007; SINGH et al., 2011). 

  Na organização da sua estrutura tridimensional as lacases fúngicas exibem 

uma arquitetura molecular bastante similar. Estão sequencialmente arranjadas em 

três domínios. Cada um dos domínios têm uma topologia β-barril, morfologia comum 

às diversas cupro-proteínas (HAKULINEN; ROUVINEN, 2015; WONG, 2009) O sítio 

ativo da lacase é composto por quatro íons de cobre, todos com o mesmo estado de 

oxidação (Cu+2) e distribuídos nos três domínios.  

  

 

Figura 1. A) Topologia dos domínios (I, II e III) e os centros de íons cobre da lacase. O domínio I 

mostrado em vermelho, o domínio II em verde e o domínio III em azul. Os íons de cobre (T1, T2 e T3) 

são representados por esferas laranjas. B) Sítios de oxidação do substrato (T1) e de redução do 

oxigênio molecular centro trinuclear (T2 e T3) (Adaptado de Silva et al., 2012). 

 

 No sítio ativo tem-se um cobre do tipo I (CuT1), um cobre do tipo II (CuT2) e 

dois cobres do tipo III (CuT3) (Figura 1 A). O CuT1, localizado no domínio 3, 

caracteriza-se como o aceptor primário de elétrons retirados do substrato. Os Cu íons 

CuT2 e CuT3 formam um centro trinuclear, localizado na interface dos domínios 1 e 3, 

região onde ocorre a redução do oxigênio (O2) à água (H2O) (figura 1 B) (GIARDINA 

et al., 2010; MUNK et al., 2015; SILVA et al., 2012). 

 Os quatro íons são distinguidos por espectroscopia ultravioleta/visível e 

espectroscopia de ressonância eletrônica paramagnética (REP). O CuT1 caracteriza-
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se por uma forte absorbância em 610 nm, detectável por REP e também responsável 

pela coloração azul da proteína. O CuT2 não absorve na faixa do visível, porém 

responde a REP. O par de íons de CuT3 apresenta fraca absorbância em 330 nm e 

sinal de REP não detectável (DWIVEDI et al., 2011; GIARDINA et al., 2010; WONG, 

2009). 

 Nas lacases os íons de cobre atuam como bases de Lewis e coordenam os 

elétrons livres de átomo de nitrogênio (N) e átomo de enxofre (S) presentes nos 

resíduos de aminoácidos. Nestas enzimas sequência de aminoácidos coordenados 

encontra-se bastante conservada e é utilizada como critério de classificação das 

cupro-proteínas (DWIVEDI et al., 2011). 

 O padrão de coordenação dos aminoácidos é mostrado na figura 2. O CuT1 

coordena o átomo de nitrogênio de duas histidinas e o átomo de enxofre da cisteína, 

estes ligantes do cobre se dispõem em posição equatorial e assumem a geometria 

trigonal.  
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Figura 2. Sítio ativo da lacase com os quatro centros de íons cobre com os aminoácidos de 

coordenação (Adaptado de (GUPTA et al., 2019). 

 

 O CuT1 ainda estabelece outra ligação, em posição axial, com a fenilalanina e 

completa a coordenação neste centro catalítico. O CuT2 coordena um dos átomos de 

nitrogênio de duas histidinas e o átomo de oxigênio da água, que formam outro centro 

catalítico com geometria trigonal. No par CuT3 cada íon coordena um dos átomos de 

nitrogênio de três histidinas e ainda coordena um átomo de oxigênio (proveniente de 

uma hidroxila) e configura configuração centro catalítico em tetraédrica (BALDRIAN, 

2006; GUPTA et al., 2019). 
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 A catálise mediada por lacase se processa de maneira que ao final do ciclo 

quatro substratos são oxidados, concomitante a redução do oxigênio molecular (O2) à 

água (H2O). Os estudos sobre o mecanismo de ação catalítica da lacase sugerem que 

fluxo de elétrons ocorre em três etapas como mostrado na figura 3. Inicialmente, 

quatro moléculas do substrato são oxidadas pelo CuT1, que transfere os elétrons 

extraídos para o centro trinuclear CuT2 / CuT3 e converte a enzima da forma nativa 

(com os íons Cu+2) para o seu estado reduzido (com os íons Cu+1) (JONES; 

SOLOMON, 2015) .  

 Na segunda etapa a molécula de oxigênio se liga ao centro trinuclear, recebe 

dois elétrons transferidos dos íons CuT3 reduzido, que resulta na formação de um 

intermediário peróxido (O2
-2). Por último, o peróxido intermediário sofre clivagem na 

ligação O-O, libera uma molécula de água e decai para um radical oxigênio (*O). 

Imediatamente o CuT2 reduz radical oxigênio à um novo peróxido, libera uma segunda 

molécula de água e recompõe a enzima a seu estado de repouso (RIVERA-HOYOS 

et al., 2013; SHARMA et al., 2006; SILVA et al., 2012). 
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Figura 3. Mecanismo da reação de catálise nos centros de cobre da lacase. (Adaptado de Wong, 2009). 
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2.3 Imobilização de enzimas 

 A imobilização enzimática caracteriza-se pela retenção de enzimas, seja pelo 

seu acondicionamento físico em matriz polimérica ou por ligação química com o 

suporte (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; MOHAMAD et al., 2015; SOUZA; et al., 

2017). Os materiais mais utilizados na preparação da matriz/suporte exibem 

diferenças estruturais, por isso podem ser classificados em dois grupos: inorgânico ou 

orgânico. O grupo dos orgânicos pode ser subdividido em sintéticos ou naturais 

(BRENA; PAULA GONZÁLEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013) 

 Diversos matérias de origem inorgânica são utilizados como suporte, entre 

estes destacam-se: areia, alumina, carvão ativo, cerâmica, hidroxiapatita, sílica, vidro 

e outros. Estes materiais apresentam como vantagem o fato de serem estáveis, de 

baixo custo, resistentes a solventes orgânicos e ao crescimento de fungos e bactérias 

(AHMAD; SARDAR, 2015) 

 Os suportes sintéticos, como por exemplo: poliestireno, poliacrilamida, 

poliacrilato e polivinil estão entre os mais empregados na imobilização de enzimas. 

Estes suportes exibem diferenças quanto a forma física e na estrutura química, logo 

podem ser combinadas para se obter suportes com as propriedades desejadas. 

Porém os suportes naturais apresentam algumas vantagens quando comparados aos 

sintéticos, pois geralmente são de fácil obtenção e são biodegradáveis (BRENA; 

PAULA GONZÁLEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013; SOUZA; et al., 2017). 

 Entre os suportes naturais utilizados, as proteínas (albumina, colágeno, 

gelatina, glúten e seda) e os polissacarídeos (ágar, agarose, amido, alginato, celulose 

e quitosana) estão entre mais usados na imobilização de enzimas (SOUZA; et al., 

2017). A utilização de proteínas ou polissacarídeos contribuí para o aumento da 

biocompatibilidade do suporte, que consequentemente favorece manutenção da 

atividade da enzima (MOHAMAD et al., 2015). 

 A escolha do suporte adequado torna a imobilização vantajosa, pois melhora 

algumas das propriedades da enzima, principalmente a estabilidade térmica, a 

resistência ao pH, a estocagem e a durabilidade. Além disso, a imobilização 

enzimática permite que a enzima seja facilmente separada do meio reacional e 

reutilizada. A reutilização destaca-se como uma das vantagens mais relevantes da 

imobilização, porque reduz consideravelmente os custos operacionais e viabiliza a 



23 

 
aplicação de enzimas em processos industriais e biotecnológicos (BRUGNARI et al., 

2018; CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; FERNÁNDEZ-FERNÁNDEZ; 

SANROMÁN; MOLDES, 2013). 

 Algumas dessas vantagens foram evidenciadas no estudo desenvolvido por 

BRUGNARI et al., (2018), que imobilizaram enzimas produzidas por Pleurotus 

ostreatus em suporte de agarose. Nesse estudo os autores concluíram que a 

termoestabilidade e a resistência ao pH da enzima imobilizada foi maior que da enzima 

livre. Adicionalmente os pesquisadores verificaram que após a imobilização a enzima 

retém 90% da sua atividade inicial após 15 ciclos de operação. Este estudo evidencia 

que a imobilização melhora as propriedades da enzima. 

 As estratégias de imobilização enzimática são baseadas no modo de interação 

entre a enzima e o suporte. Estas estratégias são divididas em química e física. Entre 

as estratégias químicas destacam-se: adsorção, ligação covalente e ligação cruzada 

(Figura 4), enquanto a estratégia de confinamento físico (Figura 5) inclui o 

aprisionamento e a encapsulação (SOUZA; et al., 2017).  

 

 

Figura 4. Interações químicas para imobilização enzimática. (a) Adsorção de enzimas sobre um 

suporte. (b) Ligação covalente entre os grupos nucleófilo da enzima e o suporte. (c) Reticulação de 

enzimas por agentes bifuncionais. (Adaptado de Fernández-Fernández; Sanromán; Moldes, 2013). 

 

 Na imobilização por adsorção a enzima encontra-se ligada ao suporte sólido 

por interações fracas como forças de van der Waals (interações hidrofóbicas), pontes 

de hidrogênio e ligações iônicas. As principais vantagens da adsorção são a facilidade 

do processo, o baixo custo, o reprocessamento do suporte e a manutenção da 

estrutura nativa da enzima. A grande desvantagem da técnica está na possibilidade 
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de reversão da ligação (dessorção) devido às variações de temperatura, pH e da força 

iônica do meio reacional (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; FERNÁNDEZ-

FERNÁNDEZ; SANROMÁN; MOLDES, 2013). Esta desvantagem pode ser superada 

ao empregar a imobilização enzimática baseada em ligação covalente.  

 

 

Figura 5. Imobilização de enzimas por interações físicas. (a) Entrelaçamento de enzimas numa matriz 

porosa. (b) Encapsulamento de enzimas. (Adaptado de Fernández-Fernández; Sanromán; Moldes, 

2013). 

 

 A imobilização por ligação covalente envolve reações irreversíveis do suporte 

com os aminoácidos da cadeia lateral da enzima. Estes aminoácidos possuem em 

sua porção terminal grupos funcionais do tipo carboxilato, fenólico, sulfídrico, amino, 

imidazol e indol, que em condições específicas de reação se ligam covalentemente o 

suporte (BRENA; PAULA GONZÁLEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013). Em alguns 

casos, a imobilização por ligação covalente inicia com reações de ativação da 

superfície do suporte, onde grupos funcionais do suporte são modificados e produzem 

intermediários reativos (SOUZA; et al., 2017). Nas reações de ativação geralmente 

são empregados peptídeos ou reagentes bifuncionais como glioxol e o glutaraldeído. 

(AHMAD; SARDAR, 2015).  

 A intensidade da ligação covalente confere vantagens ao biocatalisador, como 

redução da dessorção da enzima, termoestabilidade, aumento da resistência a 

variação de pH e a solventes orgânicos.  Ao mesmo tempo essa técnica pode 

comprometer a atividade catalítica da enzima, caso a ligação envolva aminoácidos do 

sítio ativo (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016; SOUZA; et al., 2017). Assim, estratégias de 

proteção devem ser adotados, como a que envolve a realização da reação na 

presença do substrato ou de inibidor competitivo, desde que este último estabeleça 
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ligações reversíveis com a enzima (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; MOHAMAD 

et al., 2015).  

 A imobilização por adsorção e também a imobilização por ligação covalente, 

frequentemente, apresentam problemas quanto ao custo e eficiência. Ambos os 

processos demandam quantidades elevadas da enzima e introduzem massa não 

catalítica no suporte. Assim, além de elevar o custo do processo, estas intercorrências 

podem comprometer a atividade catalítica e, portanto, limitar ou até mesmo inviabilizar 

a aplicação da enzima. No entanto, o método de imobilização por reticulação desponta 

como alternativa aos outros métodos, tanto em relação aos aspectos econômicos 

como técnicos (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; SHELDON, 2011; VOBERKOVÁ 

et al., 2018). 

 A imobilização por ligação cruzada destaca-se por dispensar o uso de suporte 

sólido, uma vez que as moléculas da enzima são interconectadas por agentes de 

reticulação. Os agentes de reticulação são substâncias orgânicas que apresentam 

compatibilidade com macromoléculas biológicas. Geralmente, são substâncias de 

baixo peso molecular e dispõem de grupos reativos aos aminoácidos da superfície da 

enzima (VOBERKOVÁ et al., 2018). 

 Entre os agentes de reticulação mais empregados em imobilização destaca-se 

o glutaraldeído, uma substância que apresenta nas extremidades da sua molécula 

grupos aldeídos que reagem quimicamente como o grupo amino terminal da lisina 

(SHELDON; SCHOEVAART; LANGEN, 2005). O mecanismo de reação entre o 

glutaraldeído e a lisina pode ser observado na Figura 6. 

 

 

Figura 6.  Reação de condensação do glutaraldeído com o grupo amino. 
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 A imobilização sem suporte por reticulação ocorre com a adição do 

glutaraldeído na solução enzimática (SHELDON; SCHOEVAART; LANGEN, 2005). 

Outra abordagem inclui duas etapas. A primeira envolve a agregação física ou a 

cristalização da enzima pela ação de precipitantes (SHUQI et al., 2017). Os 

precipitantes usuais são sais, solventes orgânicos ou polímeros não iônicos, que 

alteram o estado de hidratação da enzima ou modificam a constante eletrostática da 

solução enzimática.  

 Na segunda etapa os precipitados insolúveis são reticulados e estabilizados 

pela formação de ligações cruzadas em torno de toda estrutura tridimensional o que 

confere maior estabilidade mecânica e térmica ao imobilizado (CUI; JIA, 2015; 

VOBERKOVÁ et al., 2018). Os cristais/agregados formados são robustos, recicláveis, 

têm tamanhos controláveis (entre 1 e 100 µm), aplicáveis sem perda da atividade e 

podem ser armazenados por longos períodos se liofilizado (SHELDON, 2011).  

 A imobilização por confinamento baseia-se na retenção física da enzima dentro 

de uma matriz polimérica porosa (MOHAMAD et al., 2015). Nessa técnica a 

polimerização dos monômeros em solução ocorre após adição da enzima na mistura 

reativa (FERNÁNDEZ-FERNÁNDEZ; SANROMÁN; MOLDES, 2013). À medida que a 

polimerização se processa a enzima é envolvida por uma estrutura porosa e 

semipermeável, que permite a passagem de substrato e produtos, mas que mantém 

a enzima confinada (BRENA; PAULA GONZÁLEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013).  

A retenção da enzima pode ser feita pelos métodos de aprisionamento em rede ou 

por encapsulação em membranas poliméricas (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). 

 Preparados poliméricos do tipo sol-gel são frequentemente empregados na 

imobilização enzimática por aprisionamento(BRENA; PAULA GONZÁLEZ-POMBO; 

BATISTA-VIERA, 2013). O processo sol-gel envolve reações de polimerização 

inorgânica, onde os precursores usualmente utilizados são soluções de sais 

inorgânicos ou alcóxidos. Após a reação de hidrólise e subsequente condensação dos 

precursores, tem-se a formação de redes poliméricas (HIRATSUKA; SANTILLI; 

PULCINELLI, 1995). A rede de polímeros obtidas por sol-gel possibilitam a confecção 

de imobilizados em filme, o controle do balanço hidrofílico/hidrofóbico e permite a 

síntese de suportes híbridos. 
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 Polímeros inorgânicos obtidos a partir da condensação de precursores como o 

trimetoxisilano (TMOS) e propil-metoxisilano (PTMS) estão entre os mais utilizados no 

método de aprisionamento (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012). Asgher; 

kamal; Iqbal, (2012) analisaram o processo sol-gel a partir de uma mistura de TMOS 

e PTMS em diferentes proporções e imobilizaram lacase nesta matriz. Na 

polimerização, estes precursores formaram matrizes hidrofóbicas que mantiveram a 

atividade catalítica da enzima e melhoraram a estabilidade térmica e os parâmetros 

cinéticos em comparação a enzima livre. No entanto, essa matriz sofre considerável 

retração durante o processo de secagem, o que leva à fratura do material e ao colapso 

dos poros, ocasionando a lixiviação da enzima. 

 A encapsulação em membranas poliméricas apresenta-se como alternativa de 

imobilização, pois a enzima não se liga irreversivelmente a matriz, portanto não há 

perda de atividade devido à inativação ou distorção do sítio ativo (SOUZA; et al., 

2017). Os biomateriais se destacam como importantes matrizes na encapsulação, 

principalmente pela biocompatibilidade, biodegradabilidade e fácil manipulação 

(SÁNCHEZ et al., 2013). Entre os biopolímeros que têm sido utilizados no 

encapsulamento de enzima, destacam-se agarose, celulose, alginato, entre outros 

(SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). A literatura apresenta o alginato como suporte 

amplamente utilizado na imobilização de diversas enzimas, com aplicação em 

diversas áreas. 

 Obtido a partir de extratos de algas marrons (Laminaria) e de algumas bactérias 

(Pseudomonas) o alginato é um biopolímero constituído por ligação de unidades 

glicosídicas entre o ácido α-L-gulurônico e o ácido β-D-manurônico de maneira 

alternada (figura 7) (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012). As ligações entre 

estas unidades formam pequenos oligômeros que são solúveis em meio aquoso, por 

isso, quando adequadamente dissolvidos em água formam uma matriz gelatinosa. O 

alginato é bastante utilizado na imobilização enzimática, pois as suas propriedades 

gelificantes permitem dispersar e aprisionar moléculas da enzima na matriz 

(SÁNCHEZ et al., 2013; ZDARTA et al., 2018). 

 A imobilização por aprisionamento ocorre essencialmente pela acomodação da 

enzima entre os espaços (poros) intermolecular formados durante a polimerização. A 

polimerização se processa pela atuação de íons bivalente (Ca+2, Cu+2, Zn+2 e Mn+2) 

via um mecanismo chamado polimerização ionotrópica. Neste mecanismo os íons 
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coordenam a ligação dos elétrons do grupo carboxil (COO-) do ácido α-L-gulurônico e 

viabilizam, com isso, o processo de polimerização dos oligômeros de alginato (TING 

et al., 2014; ZDARTA et al., 2018). Ao mesmo tempo que polimerização do gel 

promove melhorias nas suas propriedades mecânicas (rigidez) mantém a atividade 

catalítica da enzima.  

 

Figura 7. Estrutura química do alginato: (G) α-L-gulurônico e (M) β-D-manurônico. (Adaptado de 

Sassolas; Blum; Leca-Bouvier, 2012).   
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Produzir, imobilizar e caracterizar lacases de Pleurotus pulmonarius, utilizando 

resíduos agroindustriais como suporte da fermentação em estado sólido. 

3.2 Específico  

● Produzir lacase de Pleurotus pulmonarius utilizando fermentação em estado sólido 

tendo como suportes resíduos do processamento de pupunha e do cacau. 

● Imobilizar a lacase em alginato de sódio, verificar a sua eficiência de imobilização e 

o reuso da enzima imobilizada. 

● Caracterizar a lacase na sua forma livre e imobilizada, a partir da determinação de 

parâmetros como: pH e temperatura ótimas, termoestabilidade, influência de sais e 

dos parâmetros de Michaelis-Menten. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Reagentes  

 ABTS (ácido 2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolino-6-sulfónico), alginato de sódio, 

glutaraldeído (50% v/v) e os solventes foram adquiridos da Merck. O clorpirifós (> 

97%) utilizado nos estudos de degradação foi adquirido da Sigma Aldrich. 

4.2 Obtenção e manutenção de Pleurotus pulmonarius CCB19 

 O fungo Pleurotus pulmonarius CCB19 foi cedido pelo Laboratório de 

Bioquímica e Fisiologia de Micro-organismos da Universidade Estadual de Maringá 

(Paraná, Brasil). As cepas do fungo foram cultivadas em placas de Petri contendo 

Potato Dextrose Agar (PDA) e incubadas 25°C por 8 dias e posteriormente 

conservadas a 4 °C até a utilização. As culturas armazenadas foram reativadas a cada 

2 meses. 

4.3 Produção do extrato enzimático bruto 

 Para o crescimento do micro-organismo e produção da enzima foram utilizados 

dois resíduos agroindustriais, provenientes do processamento da pupunha (Bactris 

gasipaes) e da amêndoa de cacau (Theobroma cacao). Estes resíduos foram 

mantidos em estufa de circulação de ar à 40°C por 24 h e após a secagem foram 

triturados. 

 A produção enzimática foi realizada por fermentação em estado sólido, 

utilizando frascos Erlenmeyers (250 mL), contendo uma mistura de 6,4 g de pupunha 

e 1,6 g de película de amêndoa de cacau, esterilizada em autoclave a 121 ° C por 15 

min sob 1 atm. Água destilada estéril foi utilizada para ajustar a umidade do meio em 

85%. Aos meios foram adicionados 6 discos com 6 mm de diâmetro contendo o micélio 

do fungo P. pulmonarius. Os frascos foram incubados em BOD a temperatura de 28 

ºC por 120 h. 

 Após o processo fermentativo, foram adicionados 5 mL de tampão citrato de 

sódio (50 mM, pH 5,0) por grama de substrato fermentado, seguido de filtração a 
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vácuo e centrifugação a 5.000 g por 10 minutos. O extrato bruto foi concentrado e 

utilizado no desenvolvimento do trabalho. 

4.4 Determinação da atividade de lacase  

 A atividade enzimática foi determinada em espectrofotômetro (Bel Spectro S-

2000 UV-Vis). A metodologia adotada neste trabalho para a determinação da atividade 

da enzima livre foi descrita por Matos et al. (2014). O ensaio da lacase livre consistiu 

em 1,7 mL de tampão acetato 50 mM (pH 5,0), com 0,1 mL de extrato enzimático e 

0,2 mL de solução de ABTS 10 mM (ε = 3,6 x 10-4 M-1.cm-1). A mistura foi incubada à 

temperatura de 40 °C por 5 minutos e a absorbância medida no comprimento de onda 

de 420 nm. A unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para catalisar 1 μmol de ABTS por minuto de reação. A atividade 

enzimática foi expressa em U.L-1 de acordo com a Equação 2: 

Atividade Enzimática =

∆A
T  . V1

ε . d . v2 
 × 103                    (2) 

 Onde, ΔA: variação da absorbância; T: tempo de reação (min); V1: volume total 

da reação (mL); ε: coeficiente de absortividade molar (M-1.cm-1); d: caminho ótico (cm) 

e v2: volume da enzima (mL). 

 O ensaio para determinar a atividade da lacase imobilizada foi conduzido de 

maneira similar ao da lacase livre, exceto que foi utilizado 0,1 g de lacase imobilizada 

na mistura da reação mantida por 30 minutos a 40 °C e sob agitação constante (100 

rpm). A atividade enzimática foi expressa em U.g-1 de acordo com a Equação 3: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐸𝑛𝑧𝑖𝑚á𝑡𝑖𝑐𝑎 =

∆𝐴
𝑇  . 𝑉1

𝜀 . 𝑑 . 𝑚1 
 × 103                      (3) 

 Onde, ΔA: variação da absorbância; T: tempo de reação (min); V1: volume total 

da reação (mL), ε: coeficiente de absortividade molar (M-1.cm-1); d: caminho ótico (cm) 

e m1: a massa da enzima imobilizada (g).  

 A concentração de proteína total foi determinada de acordo com a metodologia 

descrita por Bradford (BRADFORD, 1976). A albumina de soro bovino (BSA) foi 

utilizada como padrão.  
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4.5  Imobilização de lacase 

4.5.1 Encapsulação da lacase em alginato 

 Para a encapsulação da lacase 0,15 g de alginato de sódio foi dissolvido em 

8,0 mL de água destilada. Uma solução enzimática (2,0 mL) preparada com 0,2 g 

extrato concentrado (13.000 U.L-1) foi adicionada à solução de alginato de sódio, a 

mistura obtida foi homogeneizada vidro até a formação do gel, com concentração final 

de alginato de sódio em 3% (p/v). Para a produção das microesferas, o gel de alginato 

foi coletado com o auxílio de uma bomba peristáltica sob o fluxo 0,4 rpm. O gel de 

alginato foi gotejado numa solução de CaCl2 0,2 M em agitação suave por 1 h. Após 

o tempo de agitação as microesferas foram filtradas e posteriormente lavadas por 

duas vezes com CaCl2 0,05 M. 

4.5.2 Reticulação da lacase em glutaraldeído 

 Para a reticulação da lacase três soluções de glutaraldeído foram preparadas 

em água destilada nas seguintes concentrações: 1, 2 e 3% (v/v). Foi adicionado 0,2 g 

extrato concentrado (13.000 U.L-1) de lacase em cada uma das soluções de 

glutaraldeído, obtendo 2,0 mL de solução enzimática mantida sob agitação constante 

(100 rpm) à 4°C por 2 h. Após este tempo, a lacase reticulada foi adicionada ao 

alginato de sódio de acordo ao procedimento descrito na seção (4.5.1).  

4.5.3 Eficiência de imobilização 

 As soluções de filtragem e lavagem das microesferas obtidas nos 

procedimentos de imobilização descritos nas seções 4.5.1 e 4.5.2 foram usadas para 

avaliar a eficiência do processo de imobilização. A eficiência da imobilização foi 

definida como a porcentagem de enzima total retida nas microesferas de alginato 

cálcio e determinada conforme a equação abaixo. 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑖𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎çã𝑜 =
(𝐴𝑖 − 𝐴𝑓)

𝐴𝑖
× 100                   (4) 
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 Onde, Ai: atividade inicial da enzima livre; Af: atividade de lacase dosada na 

solução de filtragem e nas duas soluções de lavagem. As microesferas foram 

mantidas em tampão acetato pH 4,0 a 4° C até o uso. 

4.5.4 Teste de lixiviação enzimática 

 O teste de lixiviação enzimática foi determinado adicionando microesferas com 

lacase imobilizada a um volume conhecido de tampão acetato (pH 4,0) por 48 h. Após 

esse tempo, as microesferas foram removidas e a solução tampão utilizada para 

determinar a atividade de lacase liberada das microesferas. A atividade de lacase 

verificada na solução tampão foi comparada ao valor de atividade de lacase no extrato 

bruto usado para a imobilização. A lixiviação foi expressa em porcentagem de acordo 

com a equação abaixo: 

Lixiviação enzimática (%) =
Ai

Af
× 100                   (5) 

 Onde, Ai: atividade enzimática inicial da lacase livre; Af: atividade enzimática 

de lacase determinada na solução tampão. 

 Entre os métodos de imobilização descritos nas subseções 4.5.1 e 4.5.2 o de 

maior eficiência de imobilização e a menor lixiviação foi o utilizado para a confecção 

das microesferas utilizadas nos ensaios subsequentes. 

4.6 Caracterização bioquímica da lacase livre e da lacase imobilizada  

4.6.1 Efeito do pH sobre a atividade enzimática 

 O efeito do pH sobre a atividade da lacase livre e imobilizada foi estudado 

utilizando tampões na faixa de pH entre 3 – 8 à 40°C. Os tampões utilizados neste 

estudo foram glicina-HCl (pH 3), acetato (pH 4, 5 e 6) e Tris-HCl (pH 7 e 8) com a 

concentração de 50 mM. O ensaio para determinar a atividade enzimática da lacase 

livre e da lacase imobilizada foi realizado conforme o procedimento descrito da seção 

4.4. O resultado foi expresso em atividade relativa e o maior valor considerado como 

100%. 
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4.6.2 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimática 

 O efeito da temperatura sobre as atividades da lacase livre e da lacase 

imobilizada foi avaliado na faixa de temperatura entre 20 - 70 °C e em pH 4,0. O ensaio 

para determinar a atividade enzimática da lacase livre e da lacase imobilizada foi 

realizado conforme o procedimento descrito da seção 4.4. O resultado foi expresso 

em atividade relativa e o maior valor considerado como 100%.  

4.6.3 Estabilidade térmica  

 A estabilidade térmica foi investigada incubando amostras da lacase livre e a 

lacase imobilizada em tampão acetato (50 mM) pH 4,0 em temperaturas entre 30 – 

60°C. As amostras foram mantidas nas diferentes temperaturas (30 – 60°C) por até 8 

horas. Em intervalos regulares alíquotas de 0,1 mL de lacase livre e 0,1 g de lacase 

imobilizada foram coletadas, suspensas em tampão acetato pH 4,0 e a atividade 

enzimática determinada conforme descrito da seção 4.4. O resultado foi expresso em 

atividade relativa e o valor obtido no tempo zero considerado como 100%. 

 As atividades relativas (%) do estudo da estabilidade térmica foram 

correlacionados ao modelo de decaimento exponencial de primeira  ordem (LIN et al., 

2015) algebricamente descrito na equação abaixo: 

ln 𝐴𝑡 =  𝑙𝑛𝐴0  −  𝑘1 .  t            (6) 

 Onde, ln At é o logaritmo natural da atividade relativa (%) no tempo t (h), ln A0 

é o logaritmo natural da atividade relativa (%) no tempo t =0 (h) e k1 (h-1) a constante 

de decaimento térmico da enzima. 

 A partir da análise de regressão dos dados experimentais foi estimada a 

constante de decaimento térmico (k) e os tempos de meia vida (t1/2) da lacase livre e 

da lacase imobilizada para cada temperatura avaliada. O t1/2 foi calculado de acordo 

como a equação abaixo: 

𝑡1/2 =
(𝑙𝑛𝐴𝑡 −  ln 𝐴0)

𝑘1
              (7) 
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4.6.4 Efeito de íons e reagentes sobre a atividade enzimática 

 O efeito da adição de diferentes sais (Li2SO4, NiSO4, CuSO4, MgCl2, MnSO4, CaSO4, 

ZnSO4, CoCl2, Al(NO3)3 e dos reagentes EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético), SDS 

(dodecil sulfato de sódio) e β-mercaptoetanol sobre a atividade da lacase (livre e 

lacase imobilizada) foi estudado. Os aditivos, nas concentrações de 1,0 mM e 5,0 mM, 

foram incubados à 40°C com a enzima em tampão acetato (0,05 M e pH 4,0) por 2 h. 

Após o tempo de incubação a atividade enzimática foi determinada conforme descrito 

na seção 4.4. O resultado foi expresso em atividade relativa e o valor obtido no ensaio 

sem o aditivo considerado como 100%. 

4.6.5 Determinação dos parâmetros de Michaelis-Menten  

 Os parâmetros cinéticos de Michaelis-Menten Km (mM) e Vmax (mM.min-1) da 

lacase livre e da lacase imobilizada foram determinados com o substrato ABTS nas 

em concentrações de 0,1 e 2,0 mM. Os ensaios foram realizados nas em pH 4,0 (50 

mM) e 40 °C. Os valores dos parâmetros cinéticos foram estimados por regressão não 

linear de acordo com o modelo duplo recíproco de Linewear-Burk apresentado na 

equação 8 (MINTEER, 2011). 

1

𝑉
=  

𝐾𝑚

𝑉𝑚
 ×  

1

[𝑆]
+

1

𝑉𝑚
                    (8) 

4.6.6 Armazenamento e reuso 

 A lacase livre e imobilizada foram armazenadas em tampão acetato (pH 4,0) a 

4 °C durante 7 dias. Amostras foram coletadas diariamente para determinação da 

atividade enzimática. O resultado foi expresso em atividade relativa (%) e o valor 

obtido antes do armazenamento considerado como 100%. 

 A reutilização da lacase imobilizada foi avaliada determinando a atividade 

enzimática nas microesferas de alginato conforme descrito da seção 4.4. Após o 

ensaio as microesferas foram removidas do meio, lavadas sucessivamente com água 

destilada e mantidas em tampão acetato pH 4,0 (50 mM) por 1 h à 4°C. Logo após à 

atividade enzimática remanescente foi determinada. Este procedimento foi repetido 

até a perda completa da atividade. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Obtenção do extrato bruto enzimático com alta atividade de lacase 

 A atividade da lacase no extrato enzimático bruto obtida após cinco dias de 

cultivo foi de 893,5 U.L-1. O extrato bruto enzimático foi concentrado em membrana de 

nitrocelulose, após o procedimento a atividade enzimática e a atividade específica 

foram de 13.000 U.L-1 e 53,7 U.mg-1, respectivamente. Este extrato bruto de lacase foi 

o utilizado para a realização dos experimentos subsequentes. 

5.2 Imobilização e lixiviação da lacase 

 A lacase foi imobilizada em alginato de cálcio e as microesferas obtidas 

apresentaram o diâmetro entre 2 e 3 mm (Fig. 08). As microesferas devem apresentar 

o tamanho que permita que o substrato e o produto possam se difundir dentro e fora 

da matriz de alginato, mas que mantenha a enzima retida no interior dos poros da 

microesfera (RIAZ et al., 2009). 

 

 

Figura 8. Enzima imobilizada em alginato de cálcio (A) e tamanho médio das microesferas (B).  

 

 A imobilização da lacase por aprisionamento (sem reticulação) apresentou 

menor eficiência de imobilização (44%), quando comparada a imobilização por 

aprisionamento com reticulação, onde o melhor resultado (79,4%) foi obtido com a 

concentração de glutaraldeído de 2% (v/v) (Tabela 1).  
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Tabela 1. Parâmetros da lacase imobilizada por aprisionamento (sem reticulação) e por aprisionamento 
com reticulação. 

Métodos de Imobilização 

 Aprisionamento Aprisionamento com reticulação 

Porcentagem glutaraldeído  - 1% 2% 3% 

E. I (%) 44,0 ± 2,0 72,4 ± 1,1 79,4 ± 0,5 59,3 ± 1,3 

L. E (%) 26,8 ± 1,5 6,4 ± 1,2 8,5 ±1,5 10,3 ± 2,0 

Eficiência de imobilização (E.I) e lixiviação enzimática (L.E). 

 

 O menor valor para eficiência de imobilização e o maior valor da lixiviação 

enzimática observados (Tabela 1) para o aprisionamento (sem reticulação) estão 

relacionadas com o tamanho dos poros nas microesferas de alginato. A porosidade 

das beads depende principalmente da concentração de alginato. Daasiê et al., (2014) 

relatam que concentrações de alginato acima de 3% reduz significativamente a 

eficiência de imobilização e também foi observado que a estabilidade mecânica das 

microesferas foi comprometida em concentrações de alginato inferiores à 3%. Sendo 

assim, no presente estudo foi utilizado as condições de imobilização com alginato 3% 

padronizadas por Brugnari et al., (2018). 

 A Tabela 1 mostra que para todas as concentrações de glutaraldeído (1–3%) 

avaliadas houve queda da lixiviação. Ressaltando que na menor concentração testada 

(1%), o aprisionamento com reticulação da lacase reduziu consideravelmente em mais 

de 4 vezes a lixiviação enzimática. O menor valor de lixiviação verificado pode estar 

relacionado com as ligações cruzadas formadas entre o glutaraldeído e a enzima 

(BRUGNARI et al., 2018), onde os dois grupos carbonila (C=O) do glutaraldeído 

reagem com grupo amino (-NH3) dos resíduos de aminoácidos, formando agregados 

enzimático de maior tamanho e que podem ser mantidos nos poros da matriz de 

alginato (SHELDON; SCHOEVAART; LANGEN, 2005). 
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5.3 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade  

 As atividades relativas em função do pH das lacases livre e imobilizada são 

mostradas na Figura 9. O pH 4,0 foi o melhor tanto para a lacase na sua forma livre 

como para a lacase na forma imobilizada. 
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Figura 9. Efeito do pH na atividade da lacase de P. pulmonarius a 40 °C. Os dados são apresentados 
como média ± DP (n = 3) 

 

 A maioria das lacases fúngicas apresentam a atividade ótima na de faixa de pH 

entre 3 e 5 (ATALLA et al., 2013; BALDRIAN, 2006)). Em faixas de pH próximas ao 

neutro (entre 6 e 8) as lacases, geralmente, reduzem ou perdem completamente a 

sua atividade (RAMÍREZ-CAVAZOS et al., 2014; WANG et al., 2014). Isto pode 

ocorrer devido à inibição enzimática causada pela ligação do ânion hidróxido (OH-) 

aos íons de CuT2 e CuT3 do sítio ativo da lacase, interrompendo, assim, o fluxo interno 

de elétrons do centro de CuT1 para os centros de CuT2 e CuT3 (XU, 1997).  

 As atividades relativas da lacase livre e imobilizada em função da temperatura 

são mostradas na Figura 10. A temperatura ótima para a lacase livre foi a 40 °C e para 

a lacase imobilizada foi a 50 °C, utilizando o pH ótimo (pH 4,0) encontrado 

anteriormente. As diferentes temperaturas ótimas observadas na lacase livre (40 °C) 

e na lacase imobilizada (50 °C) pode estar relacionada às interações da enzima com 

o gel de alginato, pois a imobilização interfere na flexibilidade da enzima, exigindo 
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elevadas temperaturas para atingir a conformação adequada e manter a reatividade 

(KEERTI et al., 2014; MUNJAL; SAWHNEY, 2002).  
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Figura 10. Efeito da temperatura na atividade da lacase de P. pulmonarius em pH ótimo (pH 4,0). Os 

dados são apresentados como média ± DP (n = 3) 

 Foi verificada a inativação da lacase livre e da lacase imobilizada em 

temperaturas acima de 70 °C. Estes resultados estão de acordo com os obtidos em 

outros estudos que também demonstraram a sensibilidade da lacase produzida por 

fungos a altas temperaturas, onde a enzima, mesmo imobilizada, perde 

completamente a sua atividade a partir de 70°C. (MAZLAN; HANIFAH, 2017; 

RAMÍREZ-CAVAZOS et al., 2014). Possivelmente as moléculas da lacase são 

desnaturadas mesmo imobilizadas em alginato, pois esta matriz polimérica sofre 

degradação em elevadas temperaturas.  

5.4 Estabilidade térmica da lacase 

 A Figura 10 mostra que para a enzima livre a atividade inicial foi mantida 

superior a 60% com 7,0 h de incubação à 30 °C e superior a 50% com 0,5 h de 

incubação à 40 °C (Fig. 11A). Para a enzima imobilizada a atividade inicial foi mantida 

inferior a 50% com 7,0 h de incubação à 30 °C e superior a 50% com 2,5 h incubação 

à 40 °C (Fig. 11B). Apesar da imobilização melhorar a estabilidade térmica da lacase 

à 40 °C a enzima mantém maior estabilidade à 30°C. 
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Figura 11. Termoestabilidade da lacase livre (A) e da lacase imobilizada (B) nas condições ótimas de 

pH (4,0) e em diferentes tempos de incubação. Os dados são apresentados como média ± DP (n = 3). 

  

 Estes resultados mostram que ambas as formas da lacase apresentou 

estabilidade térmica apenas à 30 °C e que na temperatura ótima (40°C) ocorre a perda 

de atividade em menor tempo de incubação. Estudos têm demostrado que a lacase 

produzida por fungos do gênero Pleurotus são bastante estáveis a temperaturas 

inferiores ao ótimo. Murugesan et al (2006) relatam que a lacase de Pleurotus 

pulmonarius não apresentou redução da atividade quando incubada à 30° por 1 h. Já 

Liu et al (2009) reporta a retenção da atividade relativa da lacase de Pleurotus 

ostreatus superior a 70% quando incubada à 30° por 1 h. 
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 A lacase livre manteve apenas 6,7% da atividade inicial com 1 h de incubação 

à 50 °C e perde completamente a sua atividade à 60°C (Fig. 11A). Enquanto que a 

lacase imobilizada manteve 25,5% da sua atividade com 1 h de incubação à 50°C e 

também foi inativada à 60°C (Fig. 11B).  

 A baixa estabilidade térmica observada na lacase livre e na lacase imobilizada 

ocorre, provavelmente, porque às altas temperaturas (>40°C) desencadeia a ruptura 

das ligações químicas (intramoleculares e intermoleculares) da proteína, que resulta 

em alterações irreversíveis da sua estrutura tridimensional (SHANMUGAM et al., 

2018). Consequentemente, estas alterações estruturais comprometem a capacidade 

catalítica da proteína (TAVARES et al., 2015). 

 Entre as diversas espécies de fungos da podridão da madeira ocorrem várias 

isoformas da lacase que se comportam de maneira bastante variada frente a 

temperatura e, portanto, exibem diferenças quanto termoestabilidade. Apesar de 

alguns relatos na literatura, as lacases fúngicas normalmente não são estáveis em 

temperaturas acima de 50°C, especialmente às produzidas por espécies do gênero 

Pleurotus (MARQUES DE SOUZA; PERALTA, 2003). Por outro lado, espécies de 

outros gêneros como Trametes, Trichoderma e Pycnoporus são apontadas como 

fonte de lacases termoestáveis. 

 Stoilova et al (2010) avaliaram a termoestabilidade da lacase produzida por 

Trametes versicolor e verificaram que a atividade inicial foi mantida superior à 80 % 

em 9 h de incubação à 50 °C e em torno de 50% após 3 h de incubação à 60 °C. Já 

shanmugam et al., (2018), ao realizar a caracterização da lacase de Trichoderma 

asperellum (cepa BPLMBT1), mostraram que a atividade residual se manteve maior 

que 70% com 4 h de incubação em temperaturas entre 50 – 65°C. 

 As espécies do gênero Pycnoporus são destacadas como fontes de lacase 

altamente termoestáveis. Cavazos et al (2014) obtiveram duas isoformas de lacase 

(Lac I e Lac II) a partir de Pycnoporus sanguineus, a Lac I mantém a atividade residual 

em torno de 90% e acima de 50% incubados por 14 h nas temperaturas de 50°C e 

60°C, respectivamente. Enquanto que a Lac II mantém a atividade residual em 70% 

quando incubada por 10 h à de 50°C, porém à 60°C, esta isoforma foi menos estável, 

manteve a atividade relativa superior a 50% por aproximadamente 2h. 

 Os resultados dos estudos citados contrapõem os obtidos no presente trabalho, 

já que nas mesmas condições temperatura (50 e 60°C) a lacase de Pleurotus 
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pulmonarius foi inativada em apenas 1h. Apesar da rápida inativação nessa faixa de 

temperatura, estudos adicionais precisam ser realizados, pois a estabilidade térmica 

de enzimas imobilizadas pode ser melhorada, seja pela adição surfactantes 

estabilizadores ao meio reativo ou por alterações na composição do gel (TAVARES et 

al., 2013). 

5.5 Parâmetros da inativação térmica 

 A figura 12 mostra as diferenças no padrão de decaimento entre a lacase livre 

e a lacase imobilizada nas temperaturas de 30 a 60 °C. A linearidade dos gráficos de 

ln A (%) em função do tempo indica que o modelo de decaimento de primeira ordem 

(equação 6) está adequadamente ajustado (R2 ≥0,90) aos dados experimentais 

obtidos do estudo de estabilidade térmica (Fig. 11). O ajuste dos dados ao modelo 

sugere que a transição da enzima do seu estado ativo para o estado desnaturado 

ocorre em apenas uma etapa (HENLEY; SADANA, 1985; TAVARES et al., 2013). 

 A análise de regressão dos dados experimentais do estudo da estabilidade 

térmica permitiu a obtenção das equações que descrevem o comportamento cinético 

da enzima (livre e imobilizada) para cada uma das temperaturas estudas (30-60°C). 

Através destas equações foi possível estimar a constante de decaimento térmico (k) 

e o tempo de meia vida (t1/2). 

 O valor da constante de decaimento térmico (k) está relacionado com a taxa de 

inativação enzimática, assim baixos valores da constante k indicam a menor tolerância 

da enzima frente à inativação térmica, consequentemente, menor será o tempo 

necessário para que a enzima se torne inativa (PAL; KHANUM, 2011). 

  O tempo meia vida (t1/2) de uma enzima é compreendido como o tempo 

necessárias para que sua atividade seja reduzida para 50% da atividade inicial 

(TAVARES et al., 2013).  
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Figura 12. Cinética de desativação da lacase livre e da lacase imobilizada nas temperaturas: 30 °C (A), 40 °C (B), 50 °C (C) e 60 °C (D) em pH (4,0).   
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 Os valores dos parâmetros da inativação térmica (k e t1/2) da lacase livre e da 

lacase imobilizada são mostrados na Tabela 2. 

 

Tabela 02. Parâmetros da inativação térmica da lacase livre e da lacase imobilizada. Constante de 

decaimento térmico (k1) e tempo de meia vida (t1/2). 

Lacase T (°C) K1 (h-1) t1/2 (h) R2 

Livre 30 0,0460 14,849 0,970 

 40 0,6477 0,405 0,939 

 50 2,4550 0,152 0,957 

 60 2,9572 0,018 0,985 

Imobilizada 30 0,0941 6,567 0,922 

 40 0,2993 2,186 0,976 

 50 1,2419 0,364 0,905 

 60 1,4782 0,013 0,965 

 

  A tabela 2 mostra que à 30°C o valor da constante de decaimento (k1) da lacase 

imobilizada foi aproximadamente 2,0 vezes superior ao valor determinado para a 

lacase livre. O tempo de meia vida (t1/2) da lacase imobilizada foi 2,3 vezes inferior ao 

tempo obtido para lacase livre. Este resultado indica que nesta condição de 

temperatura (30°C) a imobilização não aumentou a estabilidade térmica da lacase. 

Provavelmente, a diferença de estabilidade entre as duas formas da enzima está 

relacionada com a rapidez da resposta catalítica da lacase livre e com a dificuldade 

da lacase imobilizada alcançar o melhor rearranjo do seu sítio ativo quando mantida 

em temperaturas abaixo do ponto ótimo (>50°C) (CAO, 2005; GUZIK; HUPERT-

KOCUREK; WOJCIESZYNSKA, 2014).  

 A 40 e a 50°C a lacase imobilizada apresentou os valores de k1 reduzidos a, 

aproximadamente, metade dos valores determinados para a lacase livre. Os tempos 

de meia-vida da lacase imobilizada foram 2,3 e 7,0 vezes maiores aos determinados 

para lacase livre (Tabela 2). Estes resultados evidenciam o efeito positivo da 
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imobilização sobre a estabilidade térmica da enzima. As matrizes poliméricas como o 

alginato exercem um efeito protetor sobre a lacase e atenuam a ação desnaturante 

da energia térmica, assim garantem que atividade da enzima seja mantida mesmo em 

temperaturas mais elevadas (FRAZÃO et al., 2014; METIN, 2013). 

5.6 Estudo Cinético 

 Os parâmetros da cinética enzimática da lacase livre e da lacase imobilizada 

foram determinados através da oxidação do ABTS com suas concentrações variando 

entre 0,1 a 2 mM. A figura 13 representa as linhas de tendências do ajuste do modelo 

de Lineweaver-Burk (equação 8) aos dados experimentais. 
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Figura 13. Determinação dos parâmetros cinéticos (km e Vm) pelo método gráfico Lineweaver-Burk da 

lacase livre e lacase imobilizada à 40°C e pH 4,0. 

 

 As equações das linhas de tendência da lacase livre (0,7712x + 6,1743) e da 

lacase imobilizada (y = 1,9854x + 11,201) foram utilizadas para determinar os valores 

da constante de Michaelis Menten (km) e da velocidade máxima (vmax) de ambas as 

formas da enzima. Os valores dos parâmetros cinéticos são mostrados na tabela 3. 
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Tabela 03. Parâmetros cinéticos: constante de Michaelis-Menten (km) e velocidade máxima (vmax) da 

lacase livre e da lacase imobilizada. 

Lacase Km (mM) Vm (mM.min-1) R2 

Livre 0,1249 0,1620 0,992 

Imobilizada 0,1773 0,0893 0,984 

 

 Na Tabela 3 observa-se que o valor da constante de Michaelis-Menten (km) 

aumentou de 0,1259 mM na lacase livre para 0,1773 mM na lacase imobilizada. Esse 

parâmetro cinético relaciona-se inversamente com a afinidade da enzima ao substrato 

(SPINELLI et al., 2013). Assim, o aumento do Km com a imobilização indica a menor 

afinidade da lacase ao ABTS. Outros estudos que utilizaram matrizes poliméricas 

como suporte e a técnica de imobilização enzimática por aprisionamento também 

apontam o aumento do valor de Km (BAGEWADI; MULLA; NINNEKAR, 2017; 

JAISWAL; PANDEY; DWIVEDI, 2016; LASSOUANE et al., 2019). Porém, o aumento 

do km verificado no presente trabalho (1,4 vezes) foi menor que o observado nos 

outros estudos (3 – 4 vezes). 

 Entre os fatores que afetam o valor de Km em sistemas imobilizados estão a 

redução da flexibilidade necessária para ligação da enzima com o substrato e o 

impedimento estérico causado pelo suporte, que pode limitar o acesso do substrato 

ao sítio ativo da enzima (KUMAR et al., 2017). Em relação a outros tipos de suporte e 

a estratégias de imobilização Tavares et al., (2013) verificaram um aumento de 12 

vezes no valor km da lacase imobilizada em sílica modificada por ligação covalente e 

Spinelli et al., (2013) obtiveram um aumento de 93 vezes do Km na imobilização em 

matriz de amberlite por ligação covalente. Estes estudos corroboram a aplicabilidade 

do alginato e de outras matrizes poliméricas nos procedimentos de imobilização. 

 A velocidade máxima (vmax) foi o outro parâmetro da cinética da reação 

enzimática investigado. De acordo com modelo de Michaelis-Menten a velocidade da 

reação enzimática aumenta em função da concentração do substrato. Porém, quando 

a concentração do substrato equivale à saturação de todas as moléculas da enzima 

obtém-se, um valor constante e equivalente a velocidade máxima (Vmax) da reação 

(MINTEER, 2011). Os dados cinéticos da lacase imobilizada mostram que a Vmax foi 

reduzida em 1,8 vezes (Tabela 3). Os processos de imobilização afetam a Vmax das 
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reações enzimáticas, principalmente, quando são utilizadas matrizes poliméricas 

como suporte.  A redução no valor da Vmax também foi relatada por outros autores, 

Frazão et al., (2014) apontam queda de 1,6 vezes imobilização com matriz de 

celulose, enquanto que Lassouane et al., (2019) destacam a redução de 

aproximadamente 8,0 vezes em matriz de alginato. As alterações da Vmax da enzima 

imobilizada em comparação com a enzima livre podem ser devido ao problema de 

transferência de massa, que compromete a difusão do substrato, especialmente os 

de elevada massa molecular (ABTS) e que também resulta no acúmulo dos produtos 

de reação no interior das microesferas de alginato (DENG et al., 2019; KUMAR et al., 

2017).  

5.7 Efeito de sais e reagentes 

 A influência dos sais e reagentes sobre a atividade enzimática da lacase de P. 

pulmonarius nas enzimas livre e imobilizada foi investigada e as respostas são 

mostradas na Tabela 4.  

 

Tabela 04. Efeito de íons de aditivos na atividade da lacase livre e da lacase imobilizada.  

Aditivos 

Atividade relativa (%) 

Enzima livre Enzima imobilizada 

1 mM 5 mM 1 mM 5 mM 

Controle 100,0 100,0 100,0 100,0 

Li2SO4 90,90 ± 4,0 82,1 ± 6,3 102,6 ± 6,8 64,0 ± 1,8 

NiSO4 100,9 ± 13,5 75,0 ± 9,9 95,8 ± 5,0 76,0 ± 4,0 

CuSO4 190,0 ± 4,8 135,7 ± 3,5 166,7 ± 7,2 112,0 ± 5,2 

MgCl2 100,0 ± 12,5 62,5 ± 11 100,0 ± 1,0 64,0 ± 5,4 

MnSO4 110 10,9  83,6 ± 11 79,2 ± 1,0 68,3 ± 11,1 

CaSO4 100,0 ± 5,0 82,1 ± 4,5 105,3 ± 6,3 68,0 ± 3,3 

ZnSO4 105,0 ± 7,1 75,0 ± 11,2 97,4 ± 5,6 64,0 ± 4,8 

CoCl2 100,0 ± 11,0 62,5 ± 4,4  97,4 ± 8,7 70,0 ± 1,6 

Al(NO3)3 90,50 ± 9,1 57,1 ± 3,6   107,9 ± 3,7 80,0 ± 1,4 

EDTA 94,3 ± 10,7 82,1 ± 5,5  71,1 ± 3,8 74,0 ± 7,2 

SDS 69,0 ± 3,3 35,7 ± 8,7 36,8 ± 9,8 20,0 ± 11,5 

β-mercaptoetanol 0,0 0,0 0,0 0,0 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) e SDS (dodecil sulfato de sódio). 
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 Foi verificado que na concentração de 1 mM a maioria dos aditivos não 

exerceram influência sobre a atividade de ambas as formas da enzima, exceto para 

cobre (Cu+2) que se comportou com ativador e aumentou a atividade relativa das 

lacases livre e imobilizada em 1,9 e 1,6 vezes, respectivamente. Entretanto, na 

concentração de 5 mM a maioria dos aditivos exerceram um efeito inibitório sobre as 

lacases livre. Este efeito também foi observado na lacase imobilizada, sugerindo que 

o processo de imobilização não protege a enzima da ação inibitória dos aditivos. 

Porém, com 5 mM o íon cobre (Cu+2) elevou em 1,4 e 1,1 vezes as atividades relativas 

da enzima livre e imobilizada, respectivamente. 

 As lacases de origem fúngica apresentam quatro íons Cu+2 sem sua estrutura 

molecular e que são os responsáveis pelas suas propriedades catalítica 

(HAKULINEN; ROUVINEN, 2015; JONES; SOLOMON, 2015; WONG, 2009). Assim, 

com a adição de CuSO4 no meio reacional, provavelmente, os íons  Cu+2 dissociados 

se ligam a resíduos de aminoácidos do sítio ativo da enzima, participam da oxidação 

do substrato, e contribuem para o aumento na atividade de lacase (BALDRIAN; 

GABRIEL, 2002). Outros pesquisadores também constataram o aumento da atividade 

de lacase após a pré-incubação da enzima em soluções com diferentes 

concentrações de sais de cobre. Sondhi et al., (2014) obtiveram aumento de 6 e 26% 

com soluções com 1 e 5 mM de CuSO4, enquanto que Das et al., (2016) verificaram 

aumento de 35% com solução de 6 mM do mesmo reagente. 

 No presente estudo as lacases livre e imobilizada mantiveram suas atividades 

superiores a 60% na presença dos íons Li+1, Ni+2, Mn+2, Mg+2, Ca+2, Zn+2, Co+2 e Al+3 

nas concentrações de 1 e 5 mM. A capacidade da lacase em manter-se 

funcionalmente ativa na presença de íons metálicos, evidencia seu potencial de 

aplicação biotecnológica, especialmente em processos onde estes metais estão 

presentes em altas concentrações, como por exemplo na indústria têxtil, de papel e 

celulose (DAS et al., 2016; MTIBAÀ et al., 2018; SHRADDHA et al., 2003; SONDHI et 

al., 2014). 

 Em relação ao agente quelante avaliado neste estudo, o EDTA na 

concentração de 1 mM manteve em 94,3 e 71,1 % as atividades relativas das lacases, 

livre e imobilizada, respectivamente. Na concentração de 5 mM manteve em 82,2% e 

74,0% das atividades relativas. Olajuyigbe e Fatokun, (2017) ao avaliar o efeito dos 

aditivos nas propriedades da lacase livre, também verificaram que o EDTA a 1 mM e 
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5 mM afetou a atividade da lacase após 30 minutos de incubação e foi mantida em 

71%. Resultados semelhantes para a lacase imobilizada foram observados por 

Jaiswal; Pandey; Dwivedi, (2016), nos quais o EDTA 1 mM apresentou inibição de 

20% na atividade enzimática. 

 O surfactante SDS reduziu a atividade enzimática da lacase livre em 31 e 

64,3% e a da lacase imobilizada em 63,2 e 80%, nas concentrações de 1 e 5 mM, 

respectivamente. A inibição da atividade da lacase por SDS nas concentrações de 1 

e 5 mM também foi verificada por Atalla et al. (2013) e por Olajuyigbe e Fatokun, 

(2017), com redução de 31,0 e 38,5%, respectivamente. O efeito do SDS sobre a 

atividade da enzima pode estar relacionado a redução das interações hidrofóbicas da 

proteína e com ligação direta desse aditivo a molécula da enzima. 

 Também foi observado que o β-mercaptoetanol inibiu completamente a 

atividade das lacases livre e imobilizada a 1 e 5 mM. Esse aditivo causa a 

desnaturação de moléculas de lacase. Por sua atuação na clivagem das ligações 

dissulfeto que produz o efeito inibidor sobre a enzima. Isso implica que as ligações 

dissulfeto desempenham papel importante na estabilização da conformação 

enzimática (OLAJUYIGBE; FATOKUN, 2017). 

5.8 Efeito do armazenamento e da reutilização 

 A estabilidade de armazenamento da lacase livre e da lacase imobilizada foi 

avaliada a 4 °C e em pH 4,0 durante 7 dias. A enzima livre reteve aproximadamente 

50 e 36% de sua atividade inicial com 4 e 7 de armazenamento, respectivamente. No 

entanto, a enzima imobilizada manteve 71 e 67% de sua atividade inicial com 4 e 7 

dias de armazenamento (Fig. 14). 

 Estes resultados mostram que a lacase imobilizada apresentou melhor 

estabilidade ao armazenamento do que sua forma livre. Outros autores também 

estudaram a estabilidade de armazenamento da lacase enzima. Daâssi et al., (2014) 

usaram a lacase de Coriolopsis gálica imobilizada em alginato e obtiveram uma 

atividade residual de aproximadamente 90% após 7 dias de armazenamento. Spinelli 

et al., (2013) usaram uma lacase Trametes versicolor imobilizada em amberlite (IR-

120H), obtendo uma atividade residual de 98,6% após 7 dias de armazenamento a 4 

°C. Comparado com os resultados da literatura, a estabilidade da lacase imobilizada 
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do presente estudo foi menor quando armazenada em baixas temperaturas. Porém, 

mostrou-se mais estável que a lacase livre sob a mesma condição. A maior 

estabilidade de armazenamento da lacase imobilizada pode ser atribuída ao ambiente 

de proteção fornecido pelas microesferas de alginato (CHAUDHARI; KAR; SINGHAL, 

2015). 
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Figura 14. Estabilidade de armazenamento à 4 °C em tampão acetato (pH 4,0) para lacase 

livre e lacase imobilizada. 

 

 A recuperação e reutilização de enzimas imobilizadas representam dois dos 

aspectos mais relevantes para aplicação da biocatálise em processos industriais, uma 

vez que possibilitam a redução do custo operacional (KEERTI et al., 2014). Por isso, 

o potencial de reutilização de uma lacase de Pleurotus pulmonarius imobilizada em 

microesferas de alginato foi avaliado em 6 ciclos sucessivos pela oxidação do ABTS. 

Os resultados são apresentados na Figura 15. 

 A partir dos dados contidos na figura 15, pode-se observar que no quinto ciclo 

o valor atividade relativa da lacase imobilizada foi superior a 70% e caiu para 35% no 

sexto ciclo. Alterações conformacionais e a obstrução dos poros das microesferas de 

alginato, seja pelo acúmulo de substrato ou produtos, são recorrentemente apontadas 

como a causa da redução da atividade enzimática nos ciclos subsequentes (KUMAR 

et al., 2017; MUNJAL; SAWHNEY, 2002). No entanto, a diminuição da atividade 

ocorrida em novas reutilizações pode ser devido ao vazamento de enzima das 
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microesferas de alginato durante a lavagem no final de cada ciclo (REHMAN et al., 

2013).  
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Figura 15. Potencial de reutilização da lacase imobilizada em ciclos de oxidação do ABTS. 

 

 Na literatura, existem relatos quanto a reutilização exitosa para vários sistemas 

imobilizados de lacase. Assim, uma lacase de Pleurotus ostreatus imobilizada em 

MANAE-agarose reteve mais de 90% de sua atividade após 15 ciclos de aplicação do 

bisfenol-A (BRUGNARI et al., 2018) e uma lacase de Trametes versicolor IBL-04 

imobilizadas em microesferas de quitosana ativadas com glutaraldeído manteve mais 

de 60% da sua atividade inicial após 9 ciclos de uso na de remoção de corante 

(ASGHER; NOREEN; BILAL, 2017). Aparentemente a eficiência da reutilização 

relaciona-se à origem da enzima, ao tipo de suporte e também com a natureza do 

substrato utilizado. 
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6. CONCLUÕES 

 O processo de imobilização com a lacase reticulada aumentou a eficiência de 

imobilização de 44% para 79,4% e reduziu em até 4 vez a lixiviação enzimática. 

Demonstrando que o glutaraldeído contribui para a maior retenção da enzima nas 

microesferas de alginato de cálcio. 

 A lacase produzida pelo fungo Pleurotus pulmonarius dispõe de características 

físico-químicas que permitem a utilização da sua forma livre e imobilizada em 

processos cujo o meio racional apresente faixa de pH entre 4 e 5. No entanto, ambas 

as formas da enzima não suportam temperaturas superiores a 50 ºC. Além disso, a 

enzima mostrou tolerância a presença de íons metálicos, surfactante e agentes 

quelante. Destaca-se ainda que o íon Cu+2 atuou com um forte ativador da lacase. 

 A 40 °C a constante de inativação térmica (k1) da lacase imobilizada reduziu 

em 2 vezes e o tempo de meia vida aumentou 2,3 vezes em relação aos valores 

obtidos para a enzima livre. 

 A imobilização alterou levemente a cinética enzimática, o valor de km aumentou 

de 0,124 para 0,177 mM e o valor de Vm diminuiu de 0,162 para 0,089 mM.min-1 na 

lacase livre e imobilizada, respectivamente 

 A lacase imobilizada mostrou maior estabilidade de armazenamento em 

relação a enzima do livre. Porém outras condições de armazenamento precisam ser 

verificadas para avaliar a possibilidade de manter a enzima aprisionada na 

microesfera e ativa por mais de 7 dias.  

Na reutilização, a enzima imobilizada apresentou mais de 70% de atividade após 

5 ciclos reativos consecutivos, o que comprova enzimas imobilizadas podem ser 

utilizadas continuamente. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 Realizar estudos de purificação; 

 

 Estudar a termoestabilidade da lacase livre e imobilizada na presença de 

surfactantes estabilizadores no meio reativo; 

 

 Avaliar o comportamento cinético da lacase frente a outros substratos; 

 

 Estudar o potencial de aplicação da enzima na degradação de contaminantes 

ambientais recalcitrantes, como agrotóxicos e corantes. 
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