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RESUMO

As lacases sédo enzimas oxidativas produzidas por fungos ligninoliticos com
amplo potencial biotecnoldgico, especialmente na oxidagdo de compostos fendlicos
e pigmentos complexos. Este trabalho teve como objetivo produzir e purificar
lacases de Lentinus crinitus UCP 1206 por fermentagdo em estado soélido utilizando
borra de café como substrato agroindustrial alternativo, bem como avaliar a
eficiéncia da enzima na degradacédo in vitro da melanina. A fermentagdo foi
conduzida por 15 dias a 28 °C, e a atividade enzimatica da lacase do extrato bruto
foi determinada utilizando os substratos ABTS e guaiacol, apresentando valores de
9,72 U/L e 47,67 U/L, respectivamente. A pré-purificagdo por precipitacao salina
evidenciou maior atividade frente ao ABTS na fracdo 0-40% de sulfato de aménio
(101,25 U/L), enquanto a maior atividade frente ao guaiacol foi observada na faixa
de 60-80% (82,52 U/L). A precipitagdo com solventes organicos resultou em
aumento da atividade, destacando-se o etanol, que apresentou 166,85 U/L frente ao
guaiacol, e a acetona, que concentrou duas isoformas, com 136,34 U/L para
guaiacol e 91,11 U/L para ABTS. A purificagdo por cromatografia de troca aniénica
em DEAE-Sephadex A50 resultou em uma fragdo com atividade de 1,94 UIL,
atividade especifica de 15,86 U/mg e recuperagdo de 4,0%. Na avaliagdo da
degradagdo da melanina, a lacase purificada apresentou 28,77% de descoloragéo
em 180 min e 36,08% apods 24 h, enquanto o extrato bruto e a fragcdo precipitada
apresentaram valores inferiores, e o0 controle com enzima desnaturada nao
apresentou descoloragdo. Assim, os resultados confirmam o elevado potencial
biotecnolégico de Lentinus crinitus UCP 1206 para a produgédo de lacases em borra
de café e demonstram que o grau de purificagcdo enzimatica € determinante para a

eficiéncia da degradacao da melanina.

Palavras-chave: Lacases fungicas; Fermentacdo em estado sodlido; Purificagdo

enzimatica; Degradacao de melanina; Borra de café; Aplicagcdes despigmentantes.



ABSTRACT

Laccases are oxidative enzymes produced by ligninolytic fungi with broad
biotechnological potential, particularly in the oxidation of phenolic compounds and
complex pigments. This study aimed to produce and purify laccases from Lentinus
crinitus UCP 1206 through solid-state fermentation using spent coffee grounds as an
alternative agroindustrial substrate, as well as to evaluate the enzyme’s efficiency in
the in vitro degradation of melanin. Fermentation was carried out for 15 days at 28
°C, and laccase activity in the crude extract was determined using ABTS and
guaiacol as substrates, yielding activities of 9,72 U/L and 47,67 U/L, respectively.
Pre-purification by ammonium sulfate precipitation showed higher activity toward
ABTS in the 0—-40% saturation fraction (101,25 U/L), while the highest activity toward
guaiacol was observed in the 60-80% fraction (82,52 U/L). Organic solvent
precipitation increased enzymatic activity, with ethanol yielding 166,85 U/L toward
guaiacol and acetone concentrating two isoforms, with activities of 136,34 U/L for
guaiacol and 91,11 U/L for ABTS. Purification by anion-exchange chromatography on
DEAE-Sephadex A50 resulted in a fraction with an activity of 1,94 U/L, a specific
activity of 15,86 U/mg, and an activity recovery of 4,0%. In the melanin degradation
assay, purified laccase achieved 28,77% decolorization after 180 min and 36,08%
after 24 h, whereas the crude extract and precipitated fraction showed lower values,
and the thermally inactivated enzyme control showed no decolorization. Overall, the
results confirm the high biotechnological potential of Lentinus crinitus UCP 1206 for
laccase production using spent coffee grounds and demonstrate that the degree of

enzymatic purification is a determining factor for melanin degradation efficiency.

Keywords: Fungal laccases; Solid-state fermentation; Enzyme purification; Melanin

degradation; Spent coffee grounds; Depigmenting applications.
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1 INTRODUGCAO

A hiperpigmentagdo cutanea compreende um conjunto de disturbios
caracterizados pelo aumento focal ou difuso da producdo e/ou deposicdo de
melanina na epiderme ou derme. Entre as formas mais prevalentes estdo a
hiperpigmentacédo péds-inflamatoéria (HPI), como a hiperpigmentagdo pds-acne, o
lentigo solar e a melanose poés-irradiagao, condi¢gdes frequentemente associadas a
processos inflamatérios, dano a barreira cuténea, estimulo UV cronico e ativagao
andmala de melandcitos e queratinocitos (Cestari; Dantas; Boza, 2014). A HPI, em
particular, resulta de eventos inflamatérios prévios, como acne, dermatites irritativas,
queimaduras ou procedimentos estéticos, que desencadeiam liberagao de citocinas,
estresse oxidativo e aumento da transferéncia de melanossomas, levando ao
desenvolvimento de maculas acastanhadas persistentes, especialmente em
individuos de fototipos intermediarios (lll e 1V) a elevados (V e VI) (Maghfour et al.,
2022). Assim, a hiperpigmentagdo representa um importante problema estético e
psicologico, pois tende a ser crbnica, reincidente e de resposta variavel ao
tratamento, exigindo estratégias terapéuticas seguras e de longo prazo (Shenoy;
Madan, 2020).

O melasma por sua vez, € uma dermatose hiperpigmentar adquirida, crénica
e reincidente, caracterizada pelo depdsito irregular de melanina na epiderme e/ou
derme, resultando em manchas acastanhadas simétricas, especialmente em regides
fotoexpostas como a face, o colo e os antebragos. Embora nao represente risco
direto a saude fisica, essa condigdo afeta significativamente a qualidade de vida,
interferindo na autoestima, no bem-estar psicolégico e na vida social, sobretudo em
mulheres de fototipo alto (fototipos cutaneos mais escuros, IV a VI na classificacéo
de Fitzpatrick) e em idade fértil (Handel; Miot; Miot, 2014). A fisiopatologia do
melasma envolve um conjunto multifatorial de mecanismos: alteragbes hormonais,
predisposi¢cdo genética, estresse oxidativo, resposta inflamatéria exacerbada,
angiogénese dérmica e exposi¢ao a radiagdo ultravioleta A (UVA) e a luz visivel,
sendo esta Ultima capaz de ativar melandcitos por meio de fotossensores

especificos (Esposito et al., 2022).

Os tratamentos convencionais dessas alteragdes pigmentares cutineas

incluem compostos despigmentantes como hidroquinona, acido tranexamico, acido
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kojico, retindides e corticosteroides, além de procedimentos como peelings
quimicos, microagulhamento e lasers fracionados. No entanto, essas abordagens
enfrentam limitacdes importantes, incluindo o surgimento de efeitos adversos como
dermatite de contato, ocronose exodgena, irritagbes cutaneas, além do risco de
rebote pigmentar apds suspensdo do tratamento, especialmente em individuos de

pele mais escura (Jiryis et al., 2024).

Estas limitagbes impulsionam a busca por alternativas terapéuticas seguras,
eficazes e ambientalmente sustentaveis. Neste contexto, a lacase (EC 1.10.3.2) se
destaca como uma alternativa ecoldgica aos clareadores tradicionais. Essa enzima &
uma multicobre oxidase amplamente distribuida em fungos basidiomicetos, que
catalisa reacbes de oxidacdo de compostos fendlicos e aromaticos com uso de
oxigénio molecular como aceptor final de elétrons, formando agua como subproduto
(Gigli et al., 2022). Sua atuagédo na via da melanogénese se da pela oxidagao de
intermediarios como L-DOPA, dopacromo e dopaquinona, interrompendo a
polimerizagdo da melanina e promovendo a fragmentacdo de seus polimeros em
produtos incolores (Park et al., 2021). Além do efeito clareador, estudos demonstram
que sistemas bioativos sintetizados com lacase e compostos fendlicos naturais
podem exibir atividade antioxidante e propriedades anti-inflamatérias, favorecendo a
integridade da barreira epidérmica e auxiliando nos processos de reparagao tecidual
em aplicagdes biomédicas; nesses sistemas, a lacase atua como catalisador verde
para integrar compostos fendlicos (que conferem tais propriedades) em hidrogéis

funcionais (Zhong et al., 2018).

A producdo dessa enzima pode ser potencializada pelo uso de residuos
agroindustriais como substratos fermentativos (Wang et al., 2019a). Dentre esses
subprodutos, a borra de café, subproduto do processamento do café, apresenta
composic¢ao rica em carbono, compostos fendlicos, polissacarideos e cafeina, o que
favorece a indugao da via secundaria fungica e a secregao de enzimas ligninoliticas
(Frangca et al., 2025). Lentinus crinitus UCP 1206, um basidiomiceto de
apodrecimento branco, destaca-se como produtor de lacases, com alta afinidade por
meios contendo residuos lignocelulésicos como a borra de café (Franga et al., 2025).
Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo investigar a viabilidade do uso
da lacase produzida por Lentinus crinitus UCP 1206 cultivado em borra de café por

fermentagdo em estado sélido, como potencial ativo para degradagédo de melanina, e
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visando aplicagdes futuras em formulagcbes topicas voltadas ao tratamento do

melasma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MELANINA: ESTRUTURA, BIOSSINTESE E MECANISMOS DE DEGRADAGCAO

A melanina € um biopolimero complexo responsavel pela coloracdo da pele,
cabelos e olhos, além de atuar como importante mecanismo de defesa contra
radiacdo ultravioleta e estresse oxidativo. Estruturalmente, a melanina € composta
por unidades derivadas da oxidagdo da tirosina, formando polimeros heterogéneos
com propriedades fisico-quimicas distintas. As principais classes sao a eumelanina,
de coloragdo marrom-escura a negra, € a feomelanina, de tonalidade amarelada a
avermelhada. A proporgéo entre esses tipos determina variagdes individuais de

pigmentacao (Snyman et al., 2024).

A Dbiossintese da melanina ocorre nos melanosomas, organelas
especializadas dos melandcitos, que passam por um processo de maturagao
dividido em quatro estagios. Nessas estruturas, a tirosinase e proteinas
relacionadas, como TRP-1 e TRP-2, catalisam rea¢des que levam a formacéo dos
diferentes tipos de melanina. A transferéncia dos melanosomas maduros para os
queratinécitos completa o processo pigmentario que define a coloragdo cutanea.
Além disso, mecanismos de degradagao do pigmento, como vias lisossomais e
autofagicas, desempenham papel na regulagdo fina da pigmentacéo, evitando

acumulo excessivo de melanina (Slominski et al., 2004).

2.1.1 Vias de melanogénese

A melanogénese inicia-se com a oxidagdo da tirosina a L-DOPA e,
posteriormente, a dopaquinona, reagdes catalisadas principalmente pela enzima
tirosinase, como presente na figura 1. A partir da dopaquinona, o caminho
metabdlico diverge para a sintese de eumelanina ou feomelanina. Na auséncia de
cisteina, a dopaquinona sofre ciclizagao intramolecular e forma dopacromo, levando
a producao de eumelanina por meio das enzimas TRP-1 e TRP-2. Quando a cisteina
esta presente, ocorre formagao de cisteinildopa, originando feomelanina (Snyman et
al., 2024).

Figura 1 - Cascata oxidativa da tirosina durante o processo de melanogénese.
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Fonte: O autor, 2025.

A ativacdo da melanogénese € regulada por multiplas vias de sinalizagao,
sendo a principal delas o eixo a-MSH/MCR1, que aumenta a atividade tirosinasica
via proteina CREB. Fatores externos como radiacido ultravioleta, espécies reativas
de oxigénio e mediadores inflamatoérios também modulam a sintese de melanina ao
estimular a expressado de genes melanogénicos. Além disso, processos inflamatorios
cronicos e estresse oxidativo reduzem mecanismos antioxidantes naturais,

contribuindo para maior estimulo melanocitico (Kim; Lee, 2023).

2.1.2 Mecanismos fisiolégicos de degradacao da melanina

A degradacdo da melanina € um processo essencial para a renovagao
pigmentaria e ocorre predominantemente por vias lisossomais e autofagicas. Ao
longo do ciclo epidérmico, queratinocitos contendo melanosomas sao gradualmente
transportados para camadas superficiais, onde a melanina é fragmentada e
eliminada com a descamacdo cutanea. Esse turnover contribui para a remocao
fisiolégica do pigmento (Kim et al., 2020; Murase et al., 2013; Zhao, 2020).
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Além do turnover epidérmico, estudos recentes demonstraram que
mecanismos de autofagia, especialmente mediados pela via Nrf2/p62, participam da
degradacao ativa de melanosomas. A ativagdo dessa via leva ao recrutamento de
componentes autofagicos que reduzem a quantidade de melanosomas maduros
sem interferir diretamente na sintese de melanina pelo melandcito. Alteragcdes em
processos autofagicos tém sido associadas a disturbios pigmentares em que ha
acumulo de melanina, sugerindo que a eficiéncia dessas vias € crucial para a

manutengdo da homeostase pigmentaria (Kim ef al., 2020; Yun et al., 2021).

2.2 HIPERPIGMENTAGCAO CUTANEA

A hiperpigmentagdo cutdanea compreende um conjunto de alteragdes
caracterizadas pelo escurecimento localizado ou difuso da pele, decorrente do
aumento na producdo, transferéncia ou deposicdo de melanina. A melanina é
sintetizada nos melandcitos por meio da via da melanogénese, que se inicia com a
oxidacdo da tirosina a L-DOPA e, posteriormente, a dopaquinona, reacdes
dependentes principalmente da enzima tirosinase (Snyman et al., 2024). A partir
desse ponto, diferentes etapas bioquimicas levam a formagdao de eumelanina ou
feomelanina, processos que variam de acordo com a disponibilidade de cisteina,
com a atividade enzimatica e com o estagio de maturagdo dos melanossomas. A
distribuicdo final do pigmento resulta da transferéncia dos melanosomas para os
queratindcitos, que condicionam o padrdo clinico das alteragcbes pigmentares
(Snyman et al., 2024).

A hiperpigmentacédo possui etiologia multifatorial. Fatores extrinsecos, como
radiacédo ultravioleta e luz visivel, induzem aumento da atividade da tirosinase por
mecanismos mediados por espécies reativas de oxigénio e por vias inflamatdrias,
especialmente em fototipos elevados. Além disso, poluicdo atmosférica e
microinflamagdes crénicas também influenciam a producdo de mediadores que
estimulam a melanogénese, contribuindo para quadros pigmentares persistentes
(Kim; Lee, 2023). Entre os fatores intrinsecos, destacam-se predisposi¢do genética,
disfungdes hormonais, alteragcdes na interacdo melandcito-queratindcito e processos
que reduzem a degradagao fisiologica dos melanossomas. Evidéncias recentes
indicam que o estresse oxidativo desempenha papel central na amplificacido da

sintese de melanina, uma vez que a reducdo da atividade de mecanismos
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antioxidantes modula vias de sinalizagdo como NRF2, favorecendo maior acumulo

de pigmento (Kim; Lee, 2023).

Os padrdes de hiperpigmentacédo variam conforme o nivel de deposi¢ao do
pigmento. Quando localizado na epiderme, o escurecimento tende a ser mais
acastanhado e responsivo a tratamentos topicos. Ja a deposi¢cao dérmica, na qual
melanéfagos acumulam melanina, resulta em pigmentagao acinzentada e resposta
terapéutica mais limitada, dado o isolamento anatémico e a dificuldade de acesso
aos cromoforos mais profundos (Snyman et al., 2024). A interagédo entre processos
inflamatédrios, alteracdo da barreira cutdnea e modulacdo da comunicagao entre
células epidérmicas contribui para a cronicidade dos quadros pigmentares, mesmo

apos interrupcao dos fatores desencadeantes (Snyman et al., 2024).

As estratégias terapéuticas para hiperpigmentacédo séo diversas e dependem
da etiologia. Tradicionalmente, agentes tépicos que reduzem a sintese de melanina
sao amplamente empregados, incluindo inibidores da tirosinase como hidroquinona,
acido kdgjico e arbutina. Apesar de efetivos, esses compostos apresentam limitagdes
relacionadas a estabilidade, irritagdo e risco de induzir hipopigmentacao residual, o
que reforga o uso prudente e supervisionado (Gan, 2024). Em paralelo, pesquisas
recentes vém explorando abordagens que atuem na degradagao do pigmento ja
formado, como a ativagao de vias autofagicas capazes de promover diminuicao de
melanossomas maduros sem influenciar de modo direto a fisiologia basal dos
melandcitos (Yun et al, 2021). Também tém sido investigadas estratégias
enzimaticas de descoloracdo da melanina, ainda restritas a modelos laboratoriais,
mas com potencial de complementar terapias convencionais, sobretudo em

pigmentagdes persistentes (Sadaqat et al., 2020).

2.2.1 Melasma

Em disturbios pigmentares como o melasma, o processo patolégico vai além
do simples excesso de melanina, envolvendo multiplos mecanismos celulares,
moleculares e teciduais. Embora a hiperpigmentagdo resulte do aumento da
melanogénese, 0 melasma ¢é atualmente compreendido como uma condi¢ao
multifatorial, na qual ha interacdo entre melandcitos hiperfuncionais, queratindcitos
alterados, fibroblastos dérmicos, vasos sanguineos e mediadores inflamatorios,

caracterizando uma desregulagdo do microambiente cutaneo (Sanches et al., 2024,
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Ali; Al-Niaimi, 2025). Além da exposi¢ao a radiacao ultravioleta e a luz visivel, fatores
hormonais, como estrogénio e progesterona, predisposi¢ao genética e alteragdes da
barreira cutanea contribuem para o desencadeamento e a persisténcia do quadro
(Inova Saude, 2022).

Evidéncias recentes destacam o papel central do estresse oxidativo e da
inflamacao cronica de baixo grau na ativagdo de vias pro-melanogénicas, com
aumento da expressao da tirosinase, do fator de transcricao MITF e de outros genes
relacionados a sintese de melanina, resultando em uma melanogénese patoldgica
persistente (Kim et al., 2023; Zhang et al., 2025). Além disso, alteragdes estruturais
na derme, como degradacdo de fibras colagenas, dano a membrana basal e
aumento da vascularizagéo, contribuem para a gravidade clinica e para a resisténcia
terapéutica do melasma, reforgando seu carater cronico e reincidente (Ali; Al-Niaimi,
2025).

Do ponto de vista clinico,b o melasma manifesta-se por maculas
hiperpigmentadas, irregulares, de coloragdo castanho-clara a castanho-escura,
geralmente simétricas e sem alteracado de relevo ou textura, caracterizando lesdes
maculares nao inflamatorias (Sanches et al., 2024). As areas mais frequentemente
afetadas sdo as regides fotoexpostas da face, incluindo os padrdes centrofacial,
malar e mandibular como presente na figura (2A). Entretanto, o melasma também
pode acometer regides extrafaciais, como pescocgo, colo, antebragos e dorso das
maos, sobretudo em individuos com exposicdo solar crbnica, sendo essas
apresentagdes cada vez mais descritas na literatura (Research, Society And
Development, 2023).

De acordo com a profundidade do depdsito de melanina, o melasma é
classificado em trés tipos principais: epidérmico, quando a melanina se concentra
predominantemente na epiderme; dérmico, quando ocorre deposicdo na derme com
presenca de melanéfagos; e misto, que apresenta caracteristicas de ambos e
representa a forma mais comum na pratica clinica, como presente da figura (2B)
(Rcmos, 2025). Essa classificagdo possui relevancia clinica e terapéutica, uma vez
que o melasma dérmico e o misto tendem a responder de forma menos satisfatéria

aos tratamentos convencionais.
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Figura 2 - Distribuigao clinica do melasma facial nos padrdes centrofacial, malar e

mandibular (A) e tipos de melasma (B).
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Fonte: Adaptado de Gupta e Doolan (2021).

Entre os principais fatores desencadeantes e agravantes do melasma
destacam-se a exposig¢ao solar sem fotoprotegao adequada, alteragdes hormonais
associadas a gestagao, uso de anticoncepcionais orais e terapias hormonais, além
do calor, poluicdo, cosméticos irritantes e procedimentos dermatoloégicos
inadequados, os quais intensificam o estresse oxidativo e a inflamagao cutanea
(Inova Saude, 2022; Sanches et al., 2024). O impacto psicossocial do melasma é
significativo, uma vez que as lesbes acometem areas visiveis e podem comprometer
a autoestima e a qualidade de vida dos individuos afetados, o que justifica a busca
por estratégias terapéuticas seguras, eficazes e de longa duragéo, que atuem nao
apenas na reducdo da melanina, mas também no controle da inflamagao e da

disfungao do microambiente cutaneo (Ali; Al-Niaimi, 2025).
2.2.2 Hiperpigmentagao poés-inflamatéria

A hiperpigmentagéo pos-inflamatéria (HPI) caracteriza-se pelo escurecimento
cutaneo decorrente de processos inflamatorios ou injurias prévias, diferente do
melasma como mostra a quadro 1, sendo uma das condi¢gdes pigmentares mais
prevalentes em diversos grupos populacionais. A HPI ocorre em resposta ao
aumento da producdo ou liberacdo de melanina apés uma agressao que
desencadeia mediadores inflamatérios capazes de estimular a atividade
melanocitica. Entre as causas mais frequentes, destacam-se acne, dermatites,
queimaduras, procedimentos estéticos e traumas cutadneos diversos (Vashi et al.,
2023).



23

Quadro 1 — Diferencgas clinicas e etiopatogénicas entre melasma e hiperpigmentagao

Caracteristicas

Definigao

Fator desencadeante

principal

Distribui¢do das lesées

Mecanismo

fisiopatologico

Simetria

Evolugédo

Resposta ao

tratamento

pos-inflamatéria.

Melasma

Disturbio pigmentario crénico
caracterizado por maculas
hiperpigmentadas simétricas,

principalmente em areas fotoexpostas

Exposicao solar, altera¢gdes hormonais,

predisposi¢do genética

Predominantemente facial

Hiperatividade melanocitica estimulada

por radiacdo UV, hormdnios e fatores

vasculares

Geralmente simétrico

Curso cronico, recorrente e de dificil

tratamento

Geralmente lenta e recidivante

Hiperpigmentagao

pos-inflamatoéria (HPI)

Aumento da pigmentagéo cutanea
secundario a um processo

inflamatdrio prévio

Inflamagéo cutanea prévia (acne,
dermatites, procedimentos estéticos,

queimaduras, infecgbes)

Coincide com o local da leséo
inflamatdria prévia; distribuigdo

irregular

Aumento da producéo e/ou
deposigao de melanina apds dano

inflamatoério

Assimétrico

Pode ser transitéria ou persistente,
com possibilidade de regressao

espontanea

Em geral apresenta melhor resposta

terapéutica

Fonte: O autor, 2025. Com base em Passeron (2013) e Davis; Callender (2010).

O mecanismo fisiopatologico central envolve a ativagdo de vias inflamatorias

que liberam citocinas, prostaglandinas e espécies reativas de oxigénio, promovendo

aumento da expressdo de tirosinase e de outras enzimas relacionadas a

melanogénese. Esse processo leva a amplificacdo da sintese de melanina ou a
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ruptura de melanécitos e melanosomas, com consequente deposigao de pigmento
nos queratindcitos epidérmicos e, em alguns casos, na derme. Quando o pigmento
permanece na epiderme, a HPI apresenta coloragdo castanho-escura; quando ha
deposicdo dérmica, o tom torna-se acinzentado, e a resposta terapéutica tende a ser
mais limitada (Vashi et al., 2023).

Entre as causas inflamatérias, a acne vulgar € uma das principais
responsaveis pela HPI, especialmente em individuos com fototipos Il a VI. A
formacéo de papulas, pustulas ou nédulos desencadeia cascatas inflamatorias que
persistem mesmo apds a resolucdo das lesdes, favorecendo a formacdo de
manchas residuais que podem permanecer por meses ou anos (Vashi et al., 2023).
Em fototipos mais elevados, a sensibilidade dos melandcitos aos mediadores
inflamatorios e a radiacao ultravioleta intensifica a resposta pigmentaria, contribuindo

para a maior prevaléncia e impacto clinico nesses grupos (Vashi et al., 2023).

A gestao da HPI requer necessariamente o controle da causa desencadeante,
evitando recorréncia do processo inflamatério. Medidas fotoprotetoras sé&o
fundamentais, uma vez que a exposic¢ao a radiagao ultravioleta acentua e prolonga a
pigmentacdo. Os agentes topicos utilizados incluem inibidores da tirosinase, acidos
esfoliantes e compostos antioxidantes, que modulam tanto a sintese quanto a
transferéncia de melanina. No entanto, dependendo da profundidade do pigmento, o
tratamento pode demandar meses e apresentar respostas variaveis. A avaliacédo
clinica criteriosa € essencial, especialmente em HPI decorrente de procedimentos
estéticos, para evitar irritagdo adicional que possa agravar a pigmentacédo (Kaufman
et al., 2017).

2.2.3 Abordagens terapéuticas atuais para hiperpigmentacao

As abordagens terapéuticas voltadas ao tratamento da hiperpigmentagao tém
como objetivos principais reduzir a sintese de melanina, modular processos
inflamatorios associados e, em algumas situagdes, remover o pigmento ja
depositado. Entre as estratégias disponiveis, os inibidores de tirosinase constituem
uma das classes mais empregadas: a hidroquinona atua por inibicado competitiva da
tirosinase, enquanto acido kdjico e arbutina interferem nas etapas iniciais da

melanogénese; embora efetivos, esses compostos podem causar irritacado e exigem
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acompanhamento adequado (Moolla; Miller-Monthrope, 2022; Desai, 2014). Outras
intervengdes incluem peelings quimicos, como acidos glicdlico, salicilico e
mandélico, que promovem esfoliacdo controlada e aceleram o turnover epidérmico,
além de retindides, como adapaleno, tretinoina e tazaroteno, que estimulam a
renovagao da epiderme, aumentam a penetracdo de agentes topicos e modulam a
transferéncia de melanosomas. Antioxidantes, como vitamina C, niacinamida e acido
ferulico, auxiliam na reducdo do impacto das espécies reativas de oxigénio e
regulam vias inflamatérias relacionadas a pigmentagcédo, podendo potencializar a

acéao de outros ativos (Pillai; Oresajo; Hayward, 2005).

Além dessas opgdes, agentes despigmentantes adicionais, como &acido
azelaico, acido tranexamico e compostos de origem botanica (por exemplo,
resveratrol e extratos de Glycyrrhiza glabra), atuam em diferentes etapas da via
melanogénica, incluindo a modulagéo da inflamacéo e a reducado da transferéncia de
melanosomas. Procedimentos baseados em energia, como laser Q-switched,
Nd:YAG fracionado e luz intensa pulsada, também sao utilizados, promovendo
fragmentagcdo do pigmento e estimulo da renovagao tecidual; entretanto, sua
indicagdo deve ser individualizada, uma vez que podem induzir pigmentagao
paradoxal em fototipos mais elevados (Mckesey; Alster, 2020). A escolha terapéutica
depende da profundidade do pigmento, do fototipo cutédneo, da etiologia da

hiperpigmentacao e da tolerancia do paciente as diferentes modalidades disponiveis.

Apesar da ampla disponibilidade de abordagens terapéuticas para
hiperpigmentacéo, muitas apresentam limitagdes importantes que justificam a busca
por alternativas mais seguras e eficazes. Agentes tdpicos tradicionais, como
hidroquinona, retindides e acidos esfoliantes, estao frequentemente associados a
irritacdo cutanea, dermatite de contato, ressecamento e risco de agravamento da
pigmentacdo, especialmente em individuos com fototipos elevados, que possuem
maior predisposicdo a resposta inflamatéria exacerbada (Grimes, 2009).
Procedimentos baseados em energia, como lasers e luz intensa pulsada, embora
eficazes em alguns casos, podem desencadear hiperpigmentacédo paradoxal devido
a inflamacgéao pds-procedimento, além de apresentarem custo elevado e necessidade
de equipamentos especializados, fatores que limitam sua aplicabilidade clinica (Lee

et al. 2022). Outro desafio central € que a hiperpigmentacdo, sobretudo a
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pos-inflamatdria, tende a ser crénica e recidivante, de modo que terapias agressivas
podem perpetuar o mesmo processo inflamatério que originou as lesdes
pigmentares, dificultando o controle a longo prazo (Vashi, N. A; Kundu, R. V. 2013).
Diante dessas limitagdes, cresce o interesse por alternativas com melhor perfil de
seguranga, acado antioxidante e anti-inflamatéria, e capacidade de modular a
melanogénese sem induzir irritagdo ou sensibilizagao, reforgcando a necessidade de

solugdes inovadoras e sustentaveis no tratamento da hiperpigmentagao.

2.3 APLICACOES DAS LACASES NA DEGRADAGAO DE MELANINA

A melanina é um polimero heterogéneo e de baixa solubilidade em agua, que
possui alta estabilidade quimica, o que dificulta sua degradagdo por métodos
convencionais (Solano, 2014). Estudos recentes demonstram que as lacases tém
capacidade de promover a despolimerizagdo da melanina por meio da oxidagao de
seus grupos fendlicos, resultando em produtos de menor massa molecular, com
coloragdo reduzida e menor visibilidade dérmica (Park et al., 2021). Um bom
exemplo dessa aplicagédo é o estudo de Park et al. (2021), no qual foi desenvolvido
um sistema lacase-mediador utilizando acetoseringona como co-substrato natural, e
esse sistema foi eficaz na descoloracdo de melanina sintética e melanina extraida

de amostras humanas, destacando seu potencial como clareador biologico.

Ao atuar sobre o pigmento formado, a lacase diferencia-se de agentes
despigmentantes que inibem a tirosinase, oferecendo uma abordagem
pds-melanogénese (Park et al, 2021). Isso é especialmente relevante em peles
reativas ou sensiveis, pois reduz os riscos de resposta inflamatéria e permite
aplicagcbes tdépicas mais seguras. A utilizagdo de mediadores naturais, como
compostos fendlicos vegetais, amplia a gama de substratos-alvo da lacase e evita o
uso de intermediarios toxicos (Park et al.,, 2021). Ou seja, sistemas baseados em
lacase-mediador representam, portanto, uma abordagem inovadora e sustentavel

para o manejo de hiperpigmentacdes dérmicas resistentes (Sadaqgat et al., 2020).

2.4 ESTRUTURA, PROPRIEDADES E MECANISMOS CATALITICOS DAS
LACASES

As lacases (EC 1.10.3.2) possuem um sistema enzimatico altamente

especializado, com centros ativos de cobre (T1, T2, T3), como mostra a figura 3, que
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promovem a oxidagdo de substratos fendlicos e a redugéo do oxigénio molecular a
agua (Solomon et al, 2014). Esses centros de cobre funcionam de forma
coordenada, transferindo elétrons do substrato oxidado até o oxigénio molecular, o
que confere a enzima sua elevada eficiéncia catalitica. Essa propriedade redox &
valiosa para aplicagdes dermatoldgicas, pois permite a modulagcdo de compostos
bioativos na pele sem gerar subprodutos téxicos, um aspecto critico para a

seguranga de produtos cosmeéticos aplicados topicamente.

Figura 3 - Sitios ativos da Lacase.

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Boeckx et al. (2015).

Além disso, a lacase é capaz de oxidar compostos fendlicos e aminados
presentes em pigmentos cutdneos ou substancias pré-inflamatérias, favorecendo
processos como despigmentagdo, uniformizagdo do tom da pele e com potencial

acgao antisséptica (Solomon et al., 2014).

Lacases de origem fungica, como as produzidas por Lentinus crinitus,

possuem alto grau de glicosilagdo, o que confere termoestabilidade, resisténcia a



28

oxidagdo e viabilidade em formulagdes topicas (Rodriguez-Couto; Toca-Herrera,
2006). Essa (glicosilacao protege a estrutura da proteina contra desnaturagao
térmica e degradacao por agentes oxidantes, além de contribuir para uma maior
meia-vida da enzima em sistemas complexos como emulsdes e géis dermatologicos.
A presencga desses grupos glicosideos também favorece a interagdo da enzima com
a matriz do produto e com a pele, ampliando seu tempo de acéo e eficacia local
(Giardina et al., 2010). Sua ampla faixa de pH e temperatura ideal de atuagao
tornam essas enzimas apropriadas para sistemas cosméticos com diferentes bases
e veiculos, desde logdes aquosas até cremes oleosos ou emulsdes gelificadas,

possibilitando formulagdes versateis, estaveis e eficazes (Baldrian, 2006).

A lacase é também considerada um “green catalyst” pela baixa toxicidade,
biodegradabilidade e compatibilidade com a pele, caracteristicas que a diferenciam
dos clareadores sintéticos convencionais, como a hidroquinona, que esta associada
a efeitos colaterais como irritagcdo, reagdes alérgicas e risco de ocronose exdgena
(Khatami et al., 2022).

2.5 Lentinus crinitus COMO FONTE FUNGICA PARA PRODUCAO DE LACASE

Lentinus crinitus € um basidiomiceto ligninolitico pertencente a familia
Polyporaceae, encontrado predominantemente em regides tropicais, onde coloniza
troncos, galhos e residuos vegetais em decomposigdo. Como fungo de podridao
branca, apresenta a capacidade de degradar lignina de forma eficiente através da
secrecdo de enzimas oxidativas extracelulares. Esse tipo de degradacdo é
caracteristico de basidiomicetos saprobios da ordem Polyporales, que apresentam
sistemas enzimaticos especializados para a despolimerizagdo de lignina e outros
compostos aromaticos (Janusz et al., 2017). Do ponto de vista morfolégico, L.
crinitus possui basidiomas pileados, de consisténcia coriacea, com himénio poroide,
crescimento lateral sobre madeira morta e presenca de cistidios caracteristicos,
sendo considerado um decompositor ativo em ecossistemas florestais tropicais
(Fabros et al., 2022).

O género Lentinus inclui diversas espécies ligninoliticas reconhecidas por sua
capacidade de produzir lacases (EC 1.10.3.2), manganés peroxidases e lignina
peroxidases, fundamentais para a degradacédo da lignina. Lacases sdo enzimas

multicobre amplamente distribuidas em basidiomicetos, e podem ser classificadas
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em trés tipos principais: lacases fungicas tipicas, lacases sensiveis a haletos e
lacases de alto potencial redox, estas ultimas comuns em fungos de podridao branca
devido a capacidade de oxidar fendis e estruturas aromaticas recalcitrantes
(Giardina et al., 2010). Em espécies do género Lentinus, predominam lacases de
alto potencial redox, associadas a vias metabdlicas adaptadas a decomposi¢cao de
madeira dura, a oxidagdo de compostos derivados da lignina e ao uso de
mediadores naturais, como acidos fendlicos liberados durante a degradacédo da

parede celular vegetal (Christopher et al. 2014).

Espécies de Lentinus e outros Polyporaceae apresentam ainda
caracteristicas ecoldgicas e fisiolégicas que favorecem sua atuagdo como bons
decompositores em ambientes tropicais: crescimento rapido em madeira morta,
tolerancia a oscilagcbes de umidade, habilidade de colonizagdo secundaria em
estagios avangados de decomposicdo e producdo elevada de enzimas
extracelulares quando expostas a substratos ricos em fendis ou lignina. (Lundell et
al., 2010). Estudos de Santana et al., (2018) demonstraram também, que espécies
do género apresentam o6tima expressdo de lacase em condigdes de cultivo com
lignocelulose, evidenciando o potencial biotecnolégico do grupo para biorremediagéo
e processos industriais. Ademais, alguns estudos tém explorado o potencial
biotecnolégico de Lentinus crinitus, avaliando diferentes cepas, substratos e
atividades metabdlicas, com énfase na producdo de enzimas extracelulares e na
utilizagao de residuos agroindustriais como fonte de carbono. Conforme apresentado
na quadro 2, os trabalhos relatam variagcbes quanto as cepas empregadas, aos
substratos utilizados e as atividades avaliadas, como a produgao de lacase e a
aplicagdo desses metabdlitos em processos de descoloracdo e degradagao,
ressaltando a versatilidade metabdlica e o interesse crescente desse fungo para

aplicagdes biotecnoldgicas.

Quadro 2 — Comparacao das atividades enzimaticas e bioquimicas reportadas em

estudos com espécies do género Lentinus

Substrato .
Fungo Cepa Atividade avaliada Referéncia
utilizado



Lentinus

crinitus

Lentinus

crinitus

Lentinus

crinitus

Lentinus

crinitus

Casca de café e

U9-1 .
polpa citrica
Borra de café
UCP 1206
(SCG)
CCIBt 2611 Cultivo em BDA

U9/1 (ou US-1

. Vinhaga (residuo
variantes

) da cana)
citadas)

Lacase (produgao e uso na
descoloracao de corante Remazol
Brilliant Blue R)

Lacase (producao; otimizagao por
planejamento fatorial; aplicagdo em
biossorvente e descoloragao de

corantes)

Expresséo de lacase; avaliagéo do
efeito do inéculo sobre produgao

enzimatica

Lacase: produgdo em meio com
vinhaga; influéncia de fontes e

concentragoes de N
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Almeida et al.,
2018

Franca et al., 2025

Beserra, 2023

UNIPAR et al.,
2017

Fonte: A autora, 2025.

No caso especifico de Lentinus crinitus, o conhecimento ainda €& limitado
comparado a géneros mais estudados como Trametes ou Pleurotus, mas os dados
disponiveis confirmam que a espécie compartilha caracteristicas fundamentais de
basidiomicetos ligninoliticos. A uUnica caracterizagdo detalhada de lacases para a
linhagem L. crinitus UCP 1206 foi realizada por Franga et al. (2025), que isolaram a
cepa na Mata Atlantica de Pernambuco a partir de madeira em decomposicao.
Nesse estudo, a producio de lacase foi induzida em fermentagcdo em estado sdlido
utilizando borra de café, com atividades relatadas entre 18 e 32 U-g™ de substrato,
dependendo das condigdes de umidade e suplementagao nitrogenada. Também foi
observado que compostos fendlicos presentes no residuo atuam como indutores

enzimaticos, padrao tipico de fungos de podriddo branca.

2.6 APROVEITAMENTO DA BORRA DO CAFE NO CULTIVO FUNGICO PARA
PRODUGAO DE LACASE

A intensificagdo da atividade agroindustrial tem resultado em uma geragéao

crescente de residuos orgéanicos subutilizados, representando simultaneamente um
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desafio ambiental e uma oportunidade estratégica no contexto da bioeconomia
circular. Entre esses residuos, a borra de café (BC) destaca-se por sua ampla
disponibilidade e elevado volume de descarte, decorrente do consumo mundial de
café, que ultrapassou 178 milhdes de sacas de 60 kg em 2023 (International Coffee
Organization — ICO, 2024). O Brasil, maior produtor e exportador global, responde
por mais de 35% da produgdo mundial, gerando grandes quantidades de BC em
ambientes domésticos, industrias de processamento e estabelecimentos comerciais.
Estima-se que cerca de 90% do pd6 de café utilizado se torne residuo sélido, e que a
fabricagdo de café soluvel gere aproximadamente 2 kg de borra umida para cada 1
kg de produto final (Campos-Vega et al., 2015). Esse material apresenta
caracteristicas quimicas de grande interesse biotecnoldgico, incluindo alto teor de
carbono, oleos residuais, cafeina, acidos fendlicos e taninos, além de quantidades
moderadas de nitrogénio e minerais, tornando-se um substrato atrativo para
processos fermentativos e estudos microbiolégicos como presentes na figura 4
(Ballesteros et al., 2014).

Figura 4 - Crescimento de Lentinus crinitus UCP 1206 em diferentes condicoes
experimentais. Coldnia de L. crinitus em placa de BDA antes do processo

fermentativo (A). Biomassa fungica apos 15 dias de fermentagao em estado sélido

utilizando borra de café como substrato (B).

Fonte: O autor, 2025.

O estudo sobre a utilizagdo da borra de café (BC) em fermentagbes em

estado solido (FES) tem sido crescente devido a sua elevada disponibilidade, baixo
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custo e composigao rica em carboidratos residuais, proteinas, lipidios e compostos
fendlicos, os quais favorecem o crescimento microbiano e a indugdo de enzimas
oxidativas. Esse residuo agroindustrial apresenta caracteristicas fisicas e quimicas
adequadas para FES, como boa porosidade e reten¢cao de umidade, tornando-se um
otimo substrato para processos biotecnolégicos. Franga et al. (2025) demonstraram
que Lentinus crinitus cultivado em borra de café apresentou producao alta de lacase
em FES, com atividades variando entre 18 e 32 U-g™" de substrato, evidenciando a
eficiéncia da BC como substrato indutor dessa enzima. Resultados semelhantes
foram observados por Murthy e Naidu (2012), que relataram a producéo de lacase
por fungos basidiomicetos utilizando borra de café como substrato, destacando o
potencial desse residuo para a valorizagao biotecnolégica. Dessa forma, a borra de
café destaca-se ndo apenas como fonte nutricional, mas como um substrato

funcional capaz de estimular a producéo de lacases em sistemas fermentativos.

A producdo enzimatica utilizando borra de café (BC) € ainda favorecida por
suas propriedades fisicas, como estrutura porosa e adequada aeragdo, que
contribuem para o estabelecimento de condicbes favoraveis a fermentacdo em
estado solido (Pandey et al, 2000). Nesse contexto, o uso da BC como base
fermentativa representa uma alternativa sustentavel para a producao de lacases em
escala ampliada, ao mesmo tempo em que contribui para a reducdo dos impactos
ambientais associados ao descarte desse residuo organico. Além da borra, outros
subprodutos da cadeia cafeeira, como cascas, mucilagens e polpas, tém sido
investigados como substratos fermentativos para a produgédo de enzimas oxidativas,
ampliando as possibilidades de aproveitamento desses residuos. Machado et al.
(2023) destacam que a utilizacao integrada desses materiais favorece o rendimento
do processo fermentativo e contribui para o aproveitamento sustentavel dos residuos
da cafeicultura, agregando valor econémico por meio da geragao de bioinsumos com

aplicagao em diferentes setores industriais.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

e Produzir e purificar lacases de Lentinus crinitus UCP 1206 obtidas por
fermentagdo em estado sélido com borra de café, e avaliar o potencial da
enzima na degradagdo in vitro da melanina para aplicagbes em

hiperpigmentacgao.

3.2 ESPECIFICO

e Produzir lacases por Lentinus crinitus UCP 1206 em fermentagdo em estado
sélido, utilizando borra de café como substrato agroindustrial alternativo;

e Purificar a lacase por cromatografia em alta resolugao (FPLC);

e Avaliar a eficiéncia de degradagdo da melanina usando o extrato bruto

enzimatico e a lacase pura em condigdes in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

O fungo Lentinus crinitus UCP 1206 foi fornecido pela Coleg¢ao de Culturas da
Universidade Catodlica de Pernambuco (UNICAP), localizada no Centro Multiusuario
de Analise e Caracterizacdo de Biomoléculas e Superficies de Materiais
(CEMACBIOS), em Recife, PE, Brasil. As linhagens foram mantidas em agar
batata-dextrose (BDA), pH 5,5, sob refrigeracdo a 5°C e replicadas continuamente a

cada més, .

4.2 RESIDUOS DE CAFE USADO

Os residuos de borra de café foram obtidos por meio de doacgdes de
cafeterias situadas em Recife, PE. Posteriormente, foram submetidos a secagem em
estufa com circulagdo de ar a 65°C até atingirem um teor de umidade de
aproximadamente 10%. Em seguida, os materiais foram resfriados a 28 °C por um
periodo de duas horas. Apos o processo de secagem, as amostras foram
devidamente homogeneizadas e acondicionadas em recipientes herméticos de
polipropileno, armazenados em ambiente com temperatura controlada de 28 °C até o
momento de sua utilizagdo, seguindo a metodologia descrita por Frangca et al.
(2025). Para caracterizar a granulometria, realizou-se uma analise utilizando uma
sequéncia de peneiras padronizadas conforme as normas ASTM/Tyler, com malhas
de abertura variando entre os tamanhos 18, 32, 48, 60, 100, 150, 200 e 325.

4.3 PRODUGAO DE LACASE POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

O inéculo foi preparado segundo a metodologia descrita por Franga et al.
(2025). O fungo Lentinus crinitus UCP 1206 foi cultivado em meio BDA ajustado para
pH 5,5 e incubado em estufa a 28 °C por cinco dias. Posteriormente, trés discos de
micélio, com diametro de 5 mm, foram utilizados como in6culo nos ensaios de
fermentacdo em estado sdlido para producido de lacase, utilizando residuo de café
como substrato. A fermentagdo em estado sélido foi conduzida em triplicata, em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 10 g do residuo de café, cuja umidade foi
ajustada para 60% por adicdo de tampéao acetato de sédio 0,1 M, com pH mantido
em 5,5, e incubada a 28 °C durante 15 dias. Apds o periodo de fermentacao, o

extrato enzimatico foi extraido por adigao de 50 mL de tamp&o acetato de sédio 0,1
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M, pH 5,0, seguido de agitagao orbital a 120 rpm e temperatura de 28 °C durante
duas horas. Em ambos os procedimentos, o extrato enzimatico bruto foi obtido
mediante filtragdo em bomba a vacuo, seguida de centrifugagdo a 6000 rpm e 4 °C

por 10 minutos para remoc¢ao da biomassa residual.

4.4 EXTRAGCAO E DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA LACASE

A extracdo da lacase foi realizada com base na metodologia modificada de
Nascimento et al. (2015) . Para a extragao da enzima, foi utilizado o tampao de
acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0, o mesmo empregado na atividade enzimatica, sendo
adicionado numa proporgdo de 7,5 ml por grama de substrato utilizado na FES.
Apoés a etapa de extracao, o material foi submetido a filtragdo a vacuo, para remogao
inicial de particulas sélidas. Em seguida, o filtrado foi centrifugado a 6000 rpm por 10
min a 4 °C para separacdo da biomassa residual e obtencdo de um sobrenadante
claro. O extrato enzimatico bruto resultante foi entdo alocado em falcons estéreis,
mantido sob refrigeracdo a 4 °C para uso imediato ou armazenado a -20 °C para
analises posteriores, a fim de preservar a atividade enzimatica e evitar degradagao
proteica.

A atividade da lacase foi determinada utilizando dois substratos: ABTS
(2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), (Sigma-Aldrich/Merck, cédigo
A1888) e guaiacol (Sigma-Aldrich/Merck, cédigo G5502). Para o ensaio com ABTS,
a reacao enzimatica foi monitorada pelo aumento da absorbancia a 420 nm,
indicando a oxidagao do substrato. A mistura da reacdo continha 0,3 mL de tampao
de acetato de sodio (0,1 M, pH 5,0), 0,1 mL de solugdo de ABTS (0,5 mM) e 0,6 mL
do extrato fungico. A unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para gerar 1,0 ymol de produto por minuto nas condigbes do
ensaio conforme Bonugli-Santos et al. (2016). Para o ensaio com guaiacol, foi
utilizada a metodologia de Franca et al. (2025). A reagao foi realizada em uma
mistura de 3 mL contendo 1 mL de guaiacol 2 mM, 1 mL de tampao de acetato de
sédio 0,1 M (pH 5,0) e 1 mL do extrato enzimatico. A mistura foi incubada por 20
minutos a 28°C, e a absorbancia foi medida a 450 nm por espectrofotometria
UV-visivel. A atividade de lacase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 umol de ABTS ou guaiacol por minuto, calculada pela

equacgao (Baltierra-Trejo e Sanchez-Yanez, 2015), derivada da Lei de Beer-Lambert:
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Atividade enzimatica (U\L) = AAXV xDx10° /txexdxv

e U/L = atividade enzimatica;

e AA = Variagado da absorbancia por minuto medida a 420 nm para ABTS e 450
para guaiacol.;

e V =volume total da reagao (mL);

e D, = fator de diluicao aplicado a amostra

e 10° = fator de conversdo para expressar a atividade em micromoles
(umol.mol™)

e t=tempo dareagao (min);

e ¢ = coeficiente de extingdo molar do produto da oxidagdo do ABTS (3,6x10*
M~'-cm™) guaiacol (6740 M'cm™)

e d = caminho 6ptico (1 cm)

e v =volume do extrato enzimatico (mL)

Os resultados da atividade enzimatica foram expressos em unidades (U) por
miligrama de substrato em peso seco (U/mg) ou em unidades por volume da

atividade enzimatica (U/L).

4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO DE PROTEINAS TOTAIS

A determinacdo da concentragdo protéica foi realizada de acordo com o
método descrito por Smith et al. (1985), utilizando a albumina soro bovina como
padrdo. A determinacdo da concentragdao protéica foi baseada na reagdo do
bicinconinico de sddio (BCA) com grupos funcionalmente reduzidos das proteinas,
formando um complexo roxo cuja intensidade de cor é proporcional a concentragéo
proteica. Para isso, foi utilizado o Kit de reagente BCA, conforme as instrugbes do
fabricante. As amostras foram incubadas com o reagente por 30 minutos a 30 °C, e a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 595 nm. A albumina de soro bovino
(BSA) foi utilizada como padrdo para a construgdo da curva padrdo, com

concentragdes variando de 0 a 2 mg/mL.
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4.6 PRE- PURIFICACAO / PRECIPITACAO COM SOLVENTES E SAL ORGANICO

Para a concentragdo parcial das proteinas, foi empregada a técnica de
precipitacdo fracionada, utilizando dois métodos distintos: adicdo de solvente
organico e sulfato de amoénio. Inicialmente, extratos enzimaticos foram submetidos a
precipitacdo por adicido lenta de acetona ou etanol previamente resfriados a -20 °C,
até atingir uma concentracéo final de 70% (v/v), sob agitacdo suave e banho de
gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 15 minutos a
4 °C, e o precipitado foi ressuspendido em tamp&o acetato 0,1 M, pH 5,0 (Burgess,
2009).

Paralelamente, foi realizada a precipitacao fracionada com sulfato de aménio,
também em banho de gelo, aplicando-se gradientes de saturagdo de 0-40%,
40-60% e 60-80%, conforme os principios da salting-out. A cada faixa de saturacao,
o sal foi adicionado gradualmente ao extrato sob constante agitacdo, mantendo-se a
solucao resfriada. Apds um periodo de incubacido de 2 hora a 4 °C , cada fracao foi
centrifugada a 10.000 g por 15 minutos, e os precipitados obtidos em cada intervalo
foram dissolvidos separadamente em tampéo acetato 0,1 M, pH 5,0, para posterior

analise da atividade enzimatica da lacase (Wingfield, 2001).

4.7 PURIFICACAO DA LACASE POR CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCAO -
FPLC

Para avaliar a melhor estratégia de purificacdo da lacase, foram realizados
testes independentes utilizando colunas de troca ibnica, catibnica e anibnica
conforme protocolos classicos de purificagdo proteica (Scopes, 1994; Loughran;
Milne, 2023). A primeira coluna empregada foi a de CM-Celulose G50, equilibrada
com tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0. A segunda coluna, de troca anidnica, foi
montada com DEAE-Sephadex A50, equilibrada com tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2.
Em ambos os sistemas, a eluicdo das proteinas foi conduzida por meio de um
gradiente crescente de NaCl (0,1 M, 0,5 M e 1,0 M) no tampé&o respectivo, com fluxo
constante de 1 mL/min, permitindo a dissociagao seletiva das proteinas ligadas a
fase estacionaria. O progresso da eluicdo foi monitorado espectrofotometricamente
em 215 nm e 280 nm, correspondentes a absor¢ao das ligagdes peptidicas e dos
residuos aromaticos, respectivamente. As fragbes foram coletadas separadamente,

analisadas quanto a atividade enzimatica da lacase e proteina total,e posteriormente
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avaliadas para determinar a coluna e condicédo de eluicdo que proporcionam maior

pureza e rendimento da enzima.
4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA LACASE NA DEGRADACAO DE MELANINA

A avaliacdo da capacidade da lacase em promover a descoloracido da
melanina foi conduzida com base na metodologia proposta por Park et al. (2021) e
adaptada conforme as exigéncias do presente estudo. Inicialmente, preparou-se
uma solugdo de melanina sintética (Sigma-Aldrich) na concentragado de 5 mg/mL. A
melanina foi solubilizada em NaOH 10 mM sob agitacdo continua até completa
dispersao. Para a preparagao das reagdes de descoloragao, a solugdo concentrada
de melanina foi posteriormente ajustada em tampao acetato de sédio (0,1 M, pH 5,0)
de modo que a concentracio final de melanina na mistura reacional fosse de 0,01%.
As reagbes foram conduzidas para um volume final de 1 mL, estabelecendo-se a
proporgcao de 1:1 entre a fonte enzimatica e a solugdo tampao contendo o pigmento.
O ensaio de degradacao foi realizado com o extrato bruto, a fragdo da enzima
precipitada e com a enzima purificada. A reacéo era iniciada imediatamente apos a
adicdo da enzima e as amostras eram submetidas a uma agitagéo controlada de 120
rom de modo a garantir a homogeneidade do sistema durante toda a cinética

oxidativa de 24h, com aliquotas sendo analisadas entre intervalos de 30 minutos.

A descoloragéo foi monitorada espectrofotometricamente com leituras em 540
nm em intervalos de 30 minutos, permitindo quantificar a reducdo da absorbancia ao
longo do tempo. Para validar que o efeito era dependente da atividade catalitica da
enzima, foi estabelecido um controle de desnaturagdo térmica, no qual o extrato
bruto contendo lacase foi submetido a aquecimento a 90 °C por 15 min, garantindo
sua completa inativagdo. A porcentagem de descoloragdo foi calculada a partir da
diferengca entre a absorbancia inicial e a absorbancia residual em cada ponto
temporal, usando a seguinte férmula, conforme descrito por Fu; Viraraghavan
(2001).:

Descoloracao (%) = (A= A;)/ A, x 100

Onde: A, corresponde a absorbancia inicial (tempo zero) e A, a absorbancia medida
apos cada intervalo de incubag¢do. Os resultados foram expressos como média +

desvio-padrao, considerando triplicatas independentes para cada condi¢do experimental.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 PRODUCAO DA LACASE

A producédo de lacase por Lentinus crinitus UCP 1206 foi realizada por
fermentagdo em borra de café, para explorar o potencial biotecnolégico desse fungo
na sintese de lacase a partir de substratos de baixo custo. O residuo utilizado foi a
borra de café, reforcando a proposta de reaproveitamento sustentavel de residuos
organicos. A fermentagdo em estado sdélido foi conduzida por 15 dias conforme

otimizac&o realizada por Franca et al. (2025).

Neste estudo, a atividade enzimatica da lacase de Lentinus crinitus UCP 1206
foi avaliada utilizando dois substratos cromogénicos amplamente empregados em
ensaios de oxidagdo: ABTS e guaiacol. No extrato bruto, a maior atividade
enzimatica foi observada com o guaiacol (47,67 U/L), enquanto o ABTS apresentou
atividade inferior (9,72 U/L), conforme apresentado na Tabela 1. Esse resultado
indica uma maior afinidade catalitica da lacase produzida frente ao guaiacol nas
condigbes de cultivo e extragcdo empregadas, sugerindo a predominancia de

isoformas com maior eficiéncia para substratos fendlicos simples (Yuan et al. 2016).

Tabela 1 - Dados da precipitagao da Lacase de Lentinus crinitus UCP 1206

Taxa de
Substrato Atividade
Condicao Faixa / Solvente . L Recuperacao da
Cromogénico enzimatica (U/L) .
atividade (%)
Extrato bruto - Guaiacol 47,67 100,00
ABTS 9,72 100,00
Precipitagéao 0-40% Guaiacol 7,81 3,28
salina (gradiente
ABTS 101,25 208,29
de sal)
40-60% Guaiacol 41,59 17,45
ABTS 8,75 18,00
60-80% Guaiacol 82,52 34,62

ABTS 1,39 2,86
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Precipitagado por Acetona Guaiacol 136,34 57,20
solventes

a ABTS 91,11 187,43
organicos

Etanol Guaiacol 166,85 70,00

ABTS 10,97 22,57

Fonte: O autor, 2025.

Embora a literatura frequentemente descreva o ABTS como um substrato
mais sensivel para a deteccdo da atividade de lacases, devido a formagado de um
radical catidnico altamente estavel e intensamente colorido, com absor¢édo maxima
em torno de 420 nm (Ezike et al. 2021), os dados obtidos neste estudo demonstram
que essa maior sensibilidade nem sempre se traduz em maior atividade mensurada.
A resposta enzimatica depende fortemente da isoforma expressa, das condi¢cdes
fisiologicas do fungo e da composi¢cédo do extrato bruto, podendo resultar em maior
atividade frente a substratos alternativos, como o guaiacol. O guaiacol, por sua vez,
€ oxidado pela lacase formando tetraguaiacol, um composto de coloragao
marrom-avermelhada com absorcao entre 450 e 470 nm. Apesar de apresentar
menor estabilidade e maior suscetibilidade a oxidacdo ndo enzimatica quando
comparado ao ABTS (Li et al., 2008). A elevada atividade observada com esse
substrato no presente estudo sugere que a lacase produzida possui alta eficiéncia
catalitica para compostos fendlicos, caracteristica relevante para aplicacdes
ambientais e industriais, como degradagdo de polimeros aromaticos como a
melanina (Thathola et al., 2024).

Resultados semelhantes, nos quais a atividade frente ao guaiacol supera a
obtida com ABTS, também tém sido associados a presenca de isoformas
especificas de lacase, com sitios ativos mais acessiveis ou maior afinidade por
fendis simples, o que no presente estudo pode ter acontecido devido a compostos
fendlicos presentes na borra do café, principalmente acidos fendlicos, geralmente
acido clorogénico, cafeico, ferulico e p-cumarico (Marra et al., 2020). Esses achados
reforcam que a escolha do substrato cromogénico deve considerar ndo apenas a
sensibilidade analitica, mas também o perfil enzimatico do sistema em estudo
(Elsayed et al. 2023).
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5.2 PROCESSO DE PRECIPITACAO E PRE-PURIFICACAO DA LACASE

Com relacdo a precipitacado da lacase de Lentinus crinitus UCP 1206, a
atividade enzimatica variou bastante em fung¢ao tanto do método de precipitacao
quanto do substrato cromogénico utilizado, indicando a presenga de isoformas com

diferentes afinidades cataliticas e comportamentos de solubilidade.

Durante a precipitagao salina, verificou-se uma aparente separagao funcional
das isoformas. A fracdo 0—40% apresentou maior atividade frente ao ABTS (101,25
U/L), com taxa de recuperacdo superior a 200%, indicando possivel remogéo de
inibidores ou concentracao seletiva de isoformas com maior afinidade por substratos
nao fendlicos. Enquanto, a atividade frente ao guaiacol foi detectada de forma mais
pronunciada na fragdo 80-90% (82,52 U/L), com taxa de recuperacéo de 34,62% ,
indicando forte seletividade por substratos fendlicos, conforme apresentado na
Tabela 1.

O perfil de precipitagao observado é compativel com o descrito para lacases
fungicas de peso molecular moderado, cuja recuperagdo por sulfato de amdnio
ocorre principalmente entre 40 e 80% de saturacdo, variando conforme a isoforma
predominante e o protocolo de purificagdo (Sarma et al., 2022; Ejaz et al., 2022).
Essa faixa esta associada a maior concentracdo de atividade enzimatica na etapa
inicial de fracionamento salino, refletindo diferencas fisico-quimicas entre isoformas
(Ejaz et al., 2022). As isoformas de lacase apresentam preferéncias cataliticas
distintas, sendo a atividade com ABTS geralmente mais elevada e facilmente
detectavel do que com guaiacol, devido a diferencas na interagao substrato—enzima
(Li et al., 2008). Estudos indicam que isoformas mais ativas com ABTS tendem a
precipitar em menores concentragdes salinas, enquanto aquelas mais eficientes na
oxidagdo do guaiacol precipitam em faixas de saturagdo mais elevadas, refletindo
diferencas de solubilidade e organizacdo estrutural. Essas variagbes estao
relacionadas a caracteristicas como glicosilagdo, cargas superficiais e ponto
isoelétrico, sendo comum lacases fungicas apresentarem pl acido e multiplas

isoformas, o que influencia seu comportamento de precipitagao (Janusz et al., 2020).

Quanto a aplicagdo de solventes organicos, o etanol favoreceu a precipitagao
da isoforma com maior afinidade pelo substrato fendlico guaiacol, resultando na

maior atividade observada neste estudo (166,85 U/L) e em uma taxa de recuperagéo



42

elevada (70,00%). Resultados semelhantes s&o relatados na literatura, na qual
isoformas de lacase com maior eficiéncia na oxidagdo de fendis simples tendem a
ser preferencialmente recuperadas em solventes de polaridade intermediaria, como
o etanol, devido a maior estabilidade estrutural dessas enzimas nessas condi¢coes
(Amit Kumar et al., 2017; Wu et al., 2019).

Em contraste, a acetona foi a unica condicdo capaz de precipitar de forma
satisfatoria ambas as isoformas funcionalmente ativas, promovendo recuperagao de
57,20% da atividade com guaiacol (136,34 U/L) e recuperacéo superior a 180% da
atividade com ABTS (91,11 U/L). Esse aumento aparente da atividade apos
precipitacdo € consistente com relatos de ativacdo parcial por remocao de
interferentes ou mudancgas conformacionais induzidas por solventes organicos,
especialmente para isoformas com maior afinidade por substratos sintéticos como o
ABTS (Wu et al.,, 2019). Resultados semelhantes foram observados por Bryjak e
Reku¢, que utilizaram acetona fria como agente de precipitacédo na purificagado de
lacase de Cerrena unicolor, obtendo recuperagdao superior a 73% da atividade
enzimatica; nesse estudo, a acetona foi escolhida por sua eficiéncia na remogao de
contaminantes e pigmentos soluveis, favorecendo a concentracdo da enzima e a
reducéo de interferentes que podem mascarar ou inibir a atividade catalitica (Bryjak;
Reku¢, 2010).

Os resultados reforcam a heterogeneidade isoenzimatica funcional da lacase
produzida por Lentinus crinitus e indicam que a escolha do método de precipitagcao
influencia diretamente o perfil catalitico recuperado. Do ponto de vista aplicado, o
etanol mostrou-se mais indicado para a concentragdo de isoformas voltadas a
oxidagdo de compostos fendlicos, enquanto a acetona se destacou por permitir a
precipitacdo eficiente de ambas as isoformas, com boa recuperagdo de atividade
frente ao guaiacol e ao ABTS. Assim, a acetona foi selecionada para as analises
posteriores por garantir uma preparagao enzimatica mais versatil e com atividade
ampliada, aspecto particularmente relevante para aplicagbes farmacoldgicas, nas

quais a amplitude de substratos e a eficiéncia catalitica sdo desejaveis.
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5.3 PURIFICACAO DA LACASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A cromatografia de troca anidnica em DEAE-Sephadex A50 foi mais eficiente
que a troca catiénica (CM-Celulose G50) para a separacao da isoforma de lacase
com afinidade por ABTS. Na DEAE, a atividade concentrou-se em um unico pico
eluido com 0,5 M de NaCl, apresentando 1,94 U/L, atividade especifica de 15,86
U/mg e 2,69% de recuperagao da atividade inicial, presente na tabela 2. Esse perfil
indica interagao eletrostatica efetiva da enzima com a matriz aniénica, compativel
com lacases fungicas que apresentam carga liquida negativa no pH operacional e
sdo eluidas apenas sob forca ibnica intermediaria, conforme observado no
cromatograma apresentado na figura 5A, em que a atividade da lacase
concentrou-se em um pico bem definido eluido sob forga ibnica intermediaria,
coincidindo com a aplicagdo do gradiente de NaCl, evidenciando a interagao

especifica da isoforma com a matriz DEAE-Sephadex A50.

Figura 5 - Cromatograma da purificagdao da lacase com cromatografia de troca
anidnica (A) e troca catiénica (B). A linha tracejada representa a eluicao com NaCl, e

os colchetes indicam o gradiente aplicado.
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Fonte: O autor, 2025.

A baixa recuperacgao global de atividade observada apds a purificagao (< 5%)
€ um comportamento amplamente descrito para lacases, especialmente durante
etapas cromatograficas envolvendo gradientes salinos. Estudos recentes mostram
que perdas de atividade tém sido associadas a diluicdo da enzima durante a eluicao
e a perda parcial de ions metalicos essenciais, como cobre, do centro ativo tipol, o
que compromete a transferéncia eletrbnica catalitica (Fernandez-Remacha et al.,
2022; Kumar et al., 2023). Por exemplo, em purificagdes de lacase de Pleurotus sp.,
a etapa final de cromatografia por troca idnica e filtragdo em gel resultou em um
rendimento total de apenas 22,4 % da atividade original, com perda de grande parte
da atividade durante as etapas de separagdo, mesmo com um aumento de 72-fold
na pureza especifica (Mahajan et al., 2011). Esse tipo de perda tem sido explicado
pela remocao de cobre dos sitios cataliticos e interacdes proteina-resina, que podem
induzir mudangas conformacionais desfavoraveis a atividade (Peralta; De-Souza,
2010). Além disso, interacdes prolongadas com resinas de troca idnica podem levar

a inativacao parcial da lacase, um efeito observado em varias isoformas purificadas
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por cromatografia anidnica (Fernandez-Remacha et al., 2022; Kumar et al., 2023).
Ainda assim, o aumento da atividade especifica apés DEAE confirma que houve
enriquecimento seletivo de uma isoforma funcional, mesmo com redugdo do

rendimento.

Tabela 2 - Dados da purificacdao da Lacase de Lentinus crinitus UCP 1206 (atividade

com ABTS).
oy NRAEER)  EsPECKHGa DAATVOAOE
(U/MG) (%)
Bruto 1,63 9,72 9,05 100
Precipitado 0,57 8,75 15,35 18,23

Cm Celulose G50 0,09 1,93 15,78 4,0
Deae Sephadex

0,09 1,94 15,86 4,0

A50

Fonte: O autor, 2025.

Apesar desse enriquecimento seletivo, a cromatografia em CM-Celulose G50
ndo promoveu retencdo significativa da lacase, uma vez que a atividade foi
majoritariamente detectada na fracdo ndo adsorvida (1,94 U/L; ~4% de
recuperagao), mas nao promoveu a separagao de outras proteinas presentes,
evidenciado pela auséncia de picos adicionais e indicando que n&o houve limpeza
do precipitado. Esse comportamento sera confirmado posteriormente por
eletroforese, permitindo avaliar a pureza das fragdes. A atividade restrita observada
reforca que isoformas com maior afinidade por ABTS apresentam caracteristicas
estruturais e funcionalidade distintas daquelas mais ativas sobre guaiacol,
evidenciando a heterogeneidade funcional das lacases fungicas (Ezike et al., 2021,

Fernandez-Remacha et al., 2022).
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5.4 ATIVIDADE DA LACASE NA DESCOLORAGAO DE MELANINA

A degradacdo da melanina sintética pela lacase de Lentinus crinitus UCP
1206, apresentada na figura 6, evidenciou diferengas marcantes entre os trés
estados enzimaticos avaliados (lacase bruta, precipitada e purificada), diretamente
relacionadas a atividade enzimatica obtida na ultima fermentagao, que foi a utilizada
neste ensaio. As atividades foram de 9,72 U/L para o extrato bruto, 8,75 U/L para a
fracédo precipitada e 1,93 U/L para a lacase purificada, confirmando que a etapa de
purificacdo concentrou uma isoforma funcional, apesar da redug¢ao da atividade total,

evidenciando o enriquecimento seletivo da enzima.

Figura 6 — Comparacgao visual do tempo 0 (A) e apos 24 h (B) da reacao de
descoloragao da melanina sintética em tubos contendo lacase bruta (1), precipitada
(2) e purificada (3) de Lentinus crinitus UCP 1206.

-

Fonte: O autor, 2025.

Em concordancia com esses dados, a lacase purificada apresentou o melhor
desempenho na descoloragdo da melanina, alcancando 28,77 % em 180min e
36,08 % em 24 h, conforme mostrado na Figura 7. O extrato bruto e a fragéo
precipitada apresentaram valores inferiores, possivelmente devido a presenca de
compostos interferentes no extrato bruto, como fendlicos residuais, proteinas
competidoras e sais, bem como a perda parcial de cobre do sitio ativo tipo 1 (T1) ou
a desnaturagao parcial da enzima durante a etapa de precipitacdo, fatores que
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podem reduzir a eficiéncia catalitica mesmo quando a proteina permanece

detectavel.

Figura 7 — Degradacao da melanina: Cinética da degradacao até 210 min (A);

Comparativo apos 210 min e 1440 min (24h) de degradacgao (B).
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Quando comparados com a literatura recente, os resultados obtidos situam-se
em uma faixa compativel com estudos publicados nos ultimos cinco anos que
descrevem degradacao parcial de melanina por lacases fungicas e por outros
sistemas oxidativos. Por exemplo, Trametes polyzona em sistema com mediador
fendlico como o acido galdlico que alcangou 77,8 % de degradacdo da melanina
sintética em 24h, destacando o potencial de lacases fungicas (Andriani et al., 2024).
A utilizagdo de sistemas lacase—mediador também foi mostrada como eficaz na
decoloragédo de melanina, com melhorias significativas frente a lacase isolada (Park
et al., 2021). Estudos com lignina peroxidase também demonstraram degradagao
eficiente de melanina sob condi¢des otimizadas de pH e temperatura (Sadaqat et al.,
2020). Esses resultados indicam que maiores niveis de degradacao da melanina
estdo geralmente associados ao uso de mediadores naturais ou a combinacéo de

diferentes enzimas oxidativas.

Assim, o desempenho observado neste trabalho pode ser atribuido as
condigcdes empregadas e ao uso da lacase de Lentinus crinitus UCP 1206 de forma
isolada, evidenciando que a eficiéncia do processo esta diretamente relacionada a
atividade enzimatica disponivel, a pureza da enzima e a presenca ou auséncia de
isoformas especificas. A degradagdo da melanina sugere que a lacase atuou
predominantemente pela oxidagdo de unidades fendlicas e pela interrupcéo da
polimerizagdo do pigmento, mecanismo associado ao potencial redox do sitio ativo
tipo 1 (T1), caracteristico de lacases fungicas capazes de oxidar uma ampla
variedade de substratos fendlicos (Salas et al., 2023). Nesse contexto, a maior
eficiéncia observada para a lacase purificada pode ser explicada pela reducéo de
moléculas interferentes presentes no extrato bruto, como taninos e outros
compostos fendlicos, que podem reagir com intermediarios de oxidagdo ou mascarar
a atividade real em ensaios espectrofotométricos (Terron et al., 2004). A auséncia de
descoloragao significativa nos controles com enzima desnaturada confirma que o
processo € exclusivamente dependente da atividade catalitica, descartando

interferéncias abioticas.
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6 CONCLUSOES

A producgao de lacase por Lentinus crinitus UCP 1206 utilizando borra de café
mostrou-se eficiente, evidenciando o potencial desse fungo na valorizagao
biotecnologica de residuos agroindustriais. Aléem de atuar como substrato, a borra de
café possivelmente influenciou o perfil catalitico da enzima produzida, contribuindo
para os resultados observados, indicando sua relevancia como indutor natural na
producao enzimatica. A maior atividade enzimatica frente ao guaiacol em relagéo ao
ABTS sugere a predominancia de isoformas com afinidade por substratos fendlicos,
compativel com aplicagbes voltadas a degradagdo da melanina. As etapas de
precipitacéo e pré-purificagdo indicaram heterogeneidade isoenzimatica, evidenciada
pela recuperacao diferencial da atividade enzimatica, com destaque para o etanol e
a acetona como estratégias eficientes de concentragdo. A cromatografia de troca
aniénica em DEAE-Sephadex A50 possibilitou o isolamento parcial de uma isoforma
funcional, ainda que com baixa recuperagao global de atividade, comportamento
caracteristico de lacases fungicas. A enzima purificada apresentou maior eficiéncia
na descoloragdo da melanina sintética, demonstrando a influéncia do grau de
purificacdo no desempenho catalitico. Em conjunto, os resultados confirmam o
potencial da lacase de L. crinitus UCP 1206 para aplicagdes biotecnologicas
sustentaveis na degradagdo de compostos aromaticos, destacando a necessidade
de otimizagdo das etapas de purificagdo e de estudos adicionais voltados a
elucidagdo dos produtos de degradagao e a avaliagao de seguranga em modelos

biolégicos.
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