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RESUMO 
 

Lacases são enzimas de ampla aplicação biotecnológica, como na remoção de lignina 
da polpa de celulose e biorremediação de compostos fenólicos de indústrias farmacêuticas e 
têxteis. Em um estudo iniciado por Garcia e colaboradores (2006), o fungo filamentoso 
Pycnoporus sanguineus foi descrito como produtor de lacases aplicadas no tratamento de 
efluentes fenólicos industriais. Dando continuidade a este estudo, um gene de lacase de P. 

sanguineus foi isolado, clonado e expresso na levedura metilotrófica Pichia pastoris, visando 
a produção desta enzima em larga escala para aplicação na biorremediação de efluentes 
fenólicos industriais, assim como, no branqueamento de papel e delignificação de biomassa 
lignocelulósica para produção de bioetanol. O cDNA da lacase foi obtido através de uma 
reação de RT-PCR utilizando “primes” específicos desenhados com base na seqüência de uma 
lacase de P. sanguineus depositada no banco de dados de seqüências no Genbank. Como 
produto da RT-PCR foi amplificado um segmento de DNA com 1500 pb. O cDNA foi, 
clonado no vetor PGEM-T e utilizado na transformação de células de Escherichia coli, sendo 
obtidos 18 clones positivos. Destes o clone denominado PGLac 1 foi utilizado para a obtenção 
das construções 1 e 2. Na construção1 o inserto obtido na clonagem em pGEM-T foi 
subclonado em pPICZαA e utilizado na transformação de Pichia pastoris. Para esta 
construção, não foram detectados clones de P. pastoris produtores de lacases. Na construção 
2, o cDNA foi subclonado utilizando-se o vetor de expressão pPIC9. Em seguida, foi 
realizada a transformação de P. pastoris GS115. Os transformantes foram plaqueados em 
meio seletivo sólido (MD) contendo o substrato AzBTS, sendo observados clones com a 
atividade enzimática de interesse. O cDNA clonado no vetor pPICZαA10 foi seqüenciado. A 
seqüência obtida apresentou identidade de 97% com as lacases de P. sanguineus e P. 

cinnabarinus e 79% com uma lacase de Trametes sp. Além disto, a seqüência protéica predita 
possui 502 aminoácidos, 3 domínios conservados de cobre-oxidases, massa molecular de 58,8 
KDa e ponto isoelétrico de 5,7. A seqüência predita foi modelada utilizando-se a ferramenta 
SPDBV, tendo como base a estrutura de uma lacase de C. cinereus. A lacase heteróloga tem 
57%  de identidade com a seqüência molde e uma estrutura semelhante a de outras lacases de 
fungos da podridão branca.  
 

Palavras-Chave: Lacase, Pycnoporus sanguineus, Pichia pastoris e Biorremediação 
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ABSTRACT 
 
Lacases are enzymes with potential application in a set of industrial processes. Some authors 
described their use in bioremediation of phenolic compounds of pharmaceutical and dyes 
industries and in the removal of lignin of the cellulose pulp. In this study a laccase from 
Pycnoporus sanguineus previously described by Garcia and co-workers 2006), was expressed 
in the metylhothrofic yeast Pichia pastoris, aiming their production for biotechnological 
purposes. The laccase cDNA was obtained by RT-PCR and cloned using the vector PGEM-T. 
Escherichia coli harbouring the construction were selected and the clone called PGLac 1 was 
used for further experiments (subcloning and sequencing). Two different vectors were used 
for P. pastoris transformation, pPIC9 e pPICZ-αA. The laccase activity was detected  only for 
P. pastoris harbouring the construction 2 (pPIC9/laccase cDNA). The heterologous laccase 
presents identity with lacases from P. sanguineus, P. cinnabarinus (97%) and Trametes sp. 
(79%). Moreover, the predicted protein has 502 amino acids, 3 cupric-oxidase conserved-
domains, molecular mass of 58,8 KDa and isoelectric point of 5,7. The molecular modelling 
revelead a globular protein with a active site containing copper atoms, coordinated by histidin 
and cistein residues.  
 
Word-Keys: Laccase, Pycnoporus sanguineus, Pichia pastoris and Biorremediation.  
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Introdução 

 

A humanidade tem passado por diversos problemas ambientais tais como a 

contaminação de lençóis freáticos por agrotóxicos, em áreas que não são apropriadas para a 

agricultura (SANTOS, 2008). A poluição atmosférica tem sido foco de estudo de diversos 

pesquisadores, no intuito de encontrar possíveis soluções para minimizar os problemas 

ambientais (RUBIO, VALVERDE et al., 2009). O bioacúmulo de poluentes nas bacias 

hidrográficas também é um tipo de devastação ambiental preocupante à população, 

principalmente àquela que estiver presente nas margens desta bacia, visto que a água utilizada 

por tal população possivelmente causará danos à saúde das pessoas (FROEHNER et al., 

2009).  

Efluentes fenólicos, em particular os corantes, liberados por indústrias têxteis e 

farmacêuticas, têm sido freqüentemente depositados em reservas aqüíferas, causando sérios 

danos ambientais. Estes corantes são formados por moléculas aromáticas em geral 

prejudiciais à saúde humana e ambiental. Em função disto, é de grande valia a pesquisa em 

técnicas de remanejamento, tratamento e descontaminação destes poluentes, com vistas a um 

meio ambiente ecologicamente equilibrado (POINTING et al., 2000). 

Outro contaminante muito nocivo à saúde humana e que o homem persiste em 

depositar em reservatórios aqüíferos é o mercúrio. Este metal pesado é de fácil bioacúmulo e 

se consumido por seres humanos, mesmo que em pequenas doses pode ser letal 

(SCHNEIDER, BELGER et al., 2009). Outros metais pesados também são indevidamente 

alocados na natureza, em recantos naturais aquosos ou no solo; e assim entram no 

ecossistema, sendo absorvidos ou adsorvidos na natureza por microrganismos, plantas ou até 

mesmo animais (OLIVARES-RIEUMONT, DE LA ROSA et al., 2005). Desta forma, estes 

metais desestabilizam a pirâmide ecológica, desencadeando, por exemplo, na extinção de 

algumas espécies, no surgimento de pragas, na contaminação da água, tornando-a inadequada 

para o consumo tanto do homem quanto dos outros seres vivos, e em danos graves à saúde do 

homem (CALDERON, ORTIZ-PEREZ et al., 2003). 

Uma estratégia para descontaminação de efluentes fenólicos e de metais pesados é o 

uso de microrganismos capazes de tornar estes contaminantes menos tóxicos ou até mesmo 

totalmente inofensivos. O tratamento destes compostos tóxicos utilizando microrganismos é 

denominado biorremediação. Em geral, este processo ocorre por meio de enzimas 

provenientes dos microrganismos, que por algum mecanismo, seja por desestabilização das 
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camadas eletrônicas ou por quebra do substrato, minimiza o nível de contaminação do rejeito 

em questão (POINTING et al., 2000) 

A estrutura química dos poluentes orgânicos tem uma profunda influência na 

habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas, especialmente com respeito 

às taxas e extensão da biodegradação. Alguns compostos orgânicos são rapidamente 

biodegradados enquanto outros são recalcitrantes, ou seja, de difícil degradação. 

Hidrocarbonetos com baixa a média massa molecular e álcoois são exemplos de compostos 

facilmente biodegradáveis. No entanto, compostos xenobióticos (compostos químicos 

fabricados pelo homem), especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser resistentes 

à biodegradação (POINTING et al., 2000). 

Os fungos têm sido utilizados para a produção de enzimas que possam auxiliar no 

processo de detoxificação ou descontaminação de poluentes; dentre os fungos utilizados para 

este fim, estão os fungos da podridão branca, os quais tem sido foco de estudo de muitos 

pesquisadores (POINTING et al., 2000). 

Devido à sua elevada especificidade, baixos custos de investimento e à sua origem 

natural, as enzimas produzidas pelos fungos da podridão branca da madeira (entre eles os dos 

gêneros Pycnoporus e Trametes) têm-se tornado uma potente ferramenta de pesquisa na 

caracterização de fibras. Estas enzimas são biocatalisadores competitivos que podem reduzir 

ou substituir o uso de compostos químicos agressivos, que tornam esta indústria poluente em 

muitas operações do fabrico da pasta e do papel. Deste modo, estas enzimas constituem uma 

alternativa ecológica potencial a biorremediação de poluentes e ao branqueamento químico da 

pasta de papel (GARCIA et al., 2006). 

 

1.1. O uso de microorganismos na biotecnologia 
 

A biotecnologia expandiu nos últimos 20 a 30 anos, gerando novos produtos e 

processos aplicáveis em diversos setores, tais como: na medicina, agricultura, produção de 

fármacos e na geração de bioenergia (MARCELINO et al., 2004). Esta ciência faz uso de 

sistemas celulares de diversos organismos, como: bactérias, fungos e plantas para o 

desenvolvimento de processos e produtos de interesse econômico, social e/ou ambiental 

(AZEVEDO, 1997) e baseia-se na busca e descoberta de recursos biológicos industrialmente 

exploráveis. Uma abordagem clássica das etapas do processo de busca e descoberta 

biotecnológica passa pela coleta de material biológico adequado, seguida da seleção e 

triagem de materiais com os atributos desejados, seleção final do(s) melhor (es) candidato(s) 
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a partir de uma lista reduzida de opções e culmina com o desenvolvimento de um produto 

comercial ou processo industrial (BULL et al., 2000). 

 Os microrganismos são largamente utilizados em processos biotecnológicos, como 

fonte de compostos de interesse e hospedeiros de genes heterólogos, dentre esses 

microrganismos estão os fungos (WAMMER et al., 2005).  

Os fungos são eficientes produtores e secretores de enzimas e por isto são capazes de 

degradar um largo espectro de substratos naturais e sintéticos. Esta adaptabilidade 

metabólica faz com que os fungos sejam largamente utilizados em processos 

biotecnológicos, como biorreatores ou como fonte de enzimas, proteínas ou peptídeos de 

interesse industrial (HURST et al., 2002). 

Os fungos filamentosos também podem ser utilizados no tratamento e remoção de 

compostos poluentes de solo e água, através de sua degradação, modificação química ou 

interação com o composto contaminante. Como por exemplo, o fungo Trametes sanguinea 

produtor de cinco isoformas de lacases e biorremediador de rejeitos de origem fenólica 

(HOSHIDA et al., 2001). Corantes de composição fenólica provenientes de indústrias 

têxteis e farmacêuticas são de difícil degradação, e quando descartados no ambiente são 

prejudiciais ao equilíbrio ambiental. Assim a biorremediação é uma alternativa para a 

degradação destes compostos e minimização de problemas ambientais (KEHARIA e 

MADAMWAR, 2003). 

Há muitos anos o uso de enzimas extracelulares, em muitas indústrias, tem sido um 

padrão no tratamento de compostos, com diversas finalidades, porém somente recentemente 

têm sido estudados os mecanismos de ação destas enzimas e o potencial das mesmas para o 

tratamento de resíduos.  Tais enzimas podem ser utilizadas no tratamento de efluentes 

industriais como Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos e organoclorados (HWANG et 

al., 2007). 

Os Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (PAHs) estão entre os poluentes mais 

comuns do mundo, provenientes de processos tais como a gaseificação do carvão, na 

redução dos íons do ferro na presença de compostos voláteis, e na delignificação da madeira. 

Os PAHs podem ser degradados facilmente com muitos microrganismos, tais como: 

Pseudomonus, Aeromonas, Alcaligenes, Micrococcus, Beijerinckia, Nocardia, Vibrio e 

Flavobacterium (RUGGABER E TALLEY, 2006). 

PAHs com quatro ou mais anéis aromáticos tendem a ser recalcitrantes, ou seja, de 

difícil degradação, e tóxicos (YOUNG et al., 1993). A degradação destes compostos pode 
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ser facilitada com a adição de algumas enzimas tais como: Lignina Peroxidase (LiP), 

Manganêz Peroxidase (MnP) e lacases (RUGGABER E TALLEY, 2006). 

Organoclorados também são efluentes liberados por indústrias e são, em geral, 

altamente tóxicos, de difícil degradação natural e tendem a se bioacumular no meio 

ambiente, e por isso são grandes responsáveis pelos problemas de contaminação ambiental; 

deste modo, faz-se necessário uma estratégia ecologicamente correta para o tratamento e 

deposição correta deste rejeito (DISTEFANO, 1999). 

Dioxinas e furanos clorados, por exemplo, podem ser liberados no meio ambiente em 

processos de combustão incompleta. Existem evidências sobre a alta toxicidade e 

persistência destes tipos de compostos, de potente ação carcinogênica (HARNLY, 1995). 

Grande parte da ação tóxica destas espécies pode ser constatada em microorganismos 

aquáticos, nos quais é comum o aparecimento de anormalidades no sistema reprodutivo e 

imunológico (LOGANATHAN et al., 1995) 

Uma grande parte das substâncias químicas halogenadas presentes na atmosfera são 

compostos orgânicos voláteis provenientes de ação antrópica. Embora uma grande 

diversidade de compostos halogenados seja produzida industrialmente, os mais referidos são 

os CFC´s (clorofluorcarbonos) pelo seu efeito sobre a camada de ozônio (HUMANES et al., 

1995). 

Usados desde a década de 50 em geladeiras, refrigeradores, aerossóis, extintores de 

incêndio e outros, os CFC´s têm uma larga utilização devido ao seu custo reduzido e às suas 

interessantes propriedades físico-químicas. A alta volatilidade dos CFC´s permite que eles 

alcancem as camadas mais elevadas da atmosfera, onde podem reagir com o ozônio, 

diminuindo a capacidade natural da atmosfera de filtrar a radiação ultravioleta (HUMANES 

et al., 1995) 

A indústria de papel e celulose é uma das que mais contribui ao processo de 

contaminação do meio ambiente por compostos organoclorados, principalmente com uma 

grande gama de compostos originados nos processos de branqueamento da polpa. Nestes 

processos, normalmente realizados com cloro, é produzido um grande número de compostos 

organoclorados, muitos dos quais são considerados altamente tóxicos, como dioxinas, 

clorofenóis, clorocatecóis e cloroguaiacóis (DURÁN, 2002). Embora muitos esforços 

tenham sido dedicados à substituição do cloro como insumo de branqueamento, com o 

objetivo de minimizar o teor de compostos organoclorados nos 
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efluentes, o seu impacto ambiental continua sendo bastante preocupante. A detecção de 

compostos organoclorados em sedimentos marinhos de regiões próximas a indústrias 

papeleiras é um fato bastante freqüente (YOUNG e TABAKI, 1993) 

 Os tratamentos baseados em processos biológicos são os mais freqüentemente 

utilizados, uma vez que permitem o tratamento de grandes volumes de efluente 

transformando compostos orgânicos tóxicos em CO2 e H2O (ou CH4 e CO2), com custos 

relativamente baixos. A capacidade de certos microorganismos para degradar substâncias 

orgânicas tóxicas é um fato bem documentado (BUITRÓN, 1996). Em essência, o 

tratamento biológico fundamenta-se na utilização dos compostos tóxicos de interesse como 

substrato para o crescimento e a manutenção de microorganismos. Dependendo da natureza 

do aceptor de elétrons, os processos biológicos podem ser divididos em aeróbios ou 

anaeróbios. Nos aeróbios, que levam à formação de CO2 e H2O, o aceptor de elétrons é o 

oxigênio molecular. Nos anaeróbios, que degradam CO2 e CH4, o oxigênio molecular está 

ausente, sendo que algumas formas de carbono, enxofre e nitrogênio participam como 

aceptores de elétrons tais como NO3
-, SO4

-2 e CO2 (BUITRÓN, 1996). 

A principal aplicação deste tipo de processo está orientada na remoção da matéria 

orgânica presente nos rejeitos industriais, usualmente medida na forma de demanda 

bioquímica de oxigênio (DBO), demanda química de oxigênio (DQO) ou carbono orgânico 

total (COT)34. Nos últimos anos, o grande desenvolvimento da microbiologia tem 

propiciado muitas alternativas que viabilizam o tratamento biológico de efluentes industriais 

(OTHON et al., 2009) 

As enzimas estão envolvidas neste processo de tratamento biológico, e por meio 

delas se pode manipular o processo de transformação do rejeito (tóxico), em uma outra 

substância (não tóxica ou menos tóxica), e este produto formado em alguns casos, pode ser 

reaproveitado, beneficiando assim a indústria que fizer uso deste tipo de tratamento. Este é o 

caso do tratamento de metais pesados, onde a recuperação do metal pode ser útil à indústria 

e mutuamente benéfica ao meio ambiente (CANTU-MEDELLIN, et al., 2009) 

No caso do tratamento de biomassa vegetal como o amido e a celulose, a adição de 

enzimas pode permitir a delignificação deste material e assim dispor a celulose para a 

produção de papel. A celulose e o amido são hoje as principais matérias-primas para este 

fim. Ambos os processos requerem a pré-hidrólise da matéria-prima que é eficientemente 

realizada por enzimas lignocelulolíticas microbianas, principalmente fungos da podridão 

branca, tais como: as xilanases, celulases e lacases. A principal fonte de celulose e amido é o 

solo (YAMANE et al., 2002). 
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O solo contém um alto nível de biodiversidade de microrganismos e para 

identificação dos micoorganismos existentes e descoberta de novos micoorganismos utiliza-

se técnicas de biblioteca metagenômica, desenho de iniciadores que flanqueiem genes 

específicos de determinadas espécies; para identificação de organismos específicos tais 

como aqueles que são capazes de degradar poluentes orgânicos, faz-se a identificação de 

genes catabólicos envolvidos do processo de degradação dos contaminates presentes no solo 

e na água (GENTRY et al., 2006). 

Alguns microorganismos podem ser utilizados na degradação de resíduos do fruto da 

banana, em particular os fungos Phylosticta spp. MPS-001 e Aspergillus spp. MPS-002. 

Estes fungos são capazes de produzir enzimas ligninolíticas e celulolíticas tais como: 

lacases, peroxidases, xilanases e glucanases. E por meio destas enzimas é possível realizar a 

degradação da parte residual das colheitas da banana. O produto gerado pela degradação 

destes resíduos pode ser utilizado na produção do bioetanol, visto que, a celulose, 

componente em maior escala deste tipo de resíduo, é composta por moléculas de glicose, 

fonte primordial para obtenção de bioetanol (SHA et al., 2005). 

É possível produzir bioetanol a partir da celulose, uma vez que a celulose é formada 

por moléculas de glicose, utilizando-se enzimas hidrolíticas para a disposição destas 

moléculas e assim produção de bioetanol por meio de leveduras tal como a mais utilizada 

Saccharomyces cerevisiae, que é capaz de fermentar diversos tipos de matéria orgânica com 

eficiência, este tipo de obtenção do bioetanol ainda é laboratorial, mas com o intuito de 

produção industrial (HAHAN-HÄGERDAL et al., 2007). 

O etanol é normalmente produzido por meio da conversão da sacarose (açúcar 

derivado da cana-de-açúcar) em etanol, isto utilizando-se principalmente a levedura S. 

cerevisiae. Além da levedura S. cevisiae, a bactéria Zymomonas mobilis também é capaz de 

oxidar a glicose formando o ácido glicônico e concomitantemente reduzindo frutose a 

sorbitol através da ação da enzima glicose-frutose-oxidoredutase, quando crescida em meio 

rico em sacarose ou mistura de glicose mais frutose. O sorbitol tem grande aplicação nas 

indústrias farmacêuticas e de alimentos como adoçante e também como componente 

polifuncional, devido às numerosas propriedades organolépticas,  (ERZINGER e VITOLO, 

2006; REBROS, ROSENBERG et al., 2008). 
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 1.2 Biorremediação 
 

1.2.1 Conceitos 

 

A biorremediação é um processo mediado por organismos que visa a degradação ou 

modificação química de compostos poluentes em produtos menos tóxicos podendo ser 

espontâneo ou controlado. E depende do conhecimento prévio de espécies passíveis de 

utilização como biorremediadores, bem como de sua fisiologia e ecologia, para que se tenha 

uma remediação eficiente do local contaminado. Microrganismos e plantas já foram 

descritos como eficientes em processos de biorremediação de solos e efluentes industriais 

(MORENO et al., 2004). 

Quando ocorre contaminação de um determinado lençol freático, os contaminantes se 

dispersam em forma de pluma e se deslocam, entretanto, o movimento da pluma pode ser 

atenuado por processos de diluição, dispersão, adsorção, volatilização e biodegradação. O 

processo que envolve as reações químicas promovidas por microrganismos é chamado de 

biorremediação intrínseca ou natural, cujo conceito básico é o uso da capacidade de 

microrganismos autóctones em degradar contaminantes que tenham sido derramados em 

subsuperfície sem qualquer interferência de tecnologias ativas de remediação (BORDEN et 

al., 1995). 

Dependendo das condições hidrogeológicas do local contaminado, a taxa da reação 

de biodegradação será mais rápida ou mais lenta, assim, a determinação da taxa de 

transformação é de grande importância para se prever até onde a pluma irá se deslocar 

(BORDEN et al., 1995). 

O monitoramento da biorremediação é baseado em um acompanhamento da 

evolução temporal e espacial da concentração de indicadores geoquímicos (p.e., pH, Eh, 

OD, temperatura, aceptores de elétrons) na água subterrânea. Resultados desse 

monitoramento podem ser usados para identificar fatores que podem controlar a taxa de 

biodegradação bem como identificar o processo microbiológico de respiração (aeróbia ou 

anaeróbia) em diferentes porções da pluma de hidrocarbonetos dissolvidos. A diminuição da 

concentração de oxigênio dissolvido (OD) na água e um aumento da concentração de 

dióxido de carbono são indicativos de um processo aeróbio de biodegradação, enquanto que 

a produção de íons Fe2+ ou diminuição de íons nitrato indicam a presença de processos 

anaeróbios. Um declínio do potencial redox (Eh) de valores positivos para negativos reflete 

a mudança de condições oxidantes (favoráveis aos microrganismos aeróbios) para condições 
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redutoras (melhores condições aos processos anaeróbios, que são mais lentos que os 

aeróbios). Um aumento nos valores de pH pode ser creditado ao consumo de íons H+ 

durante a redução de íons férricos ou do nitrato (BORDEN et al., 1995). 

Os parâmetros mais utilizados para definir o grau de contaminação de solos são: 

biodegradabilidade, distribuição da contaminação, gradiente de lixiviação, reatividade 

química dos contaminantes, propriedades e tipo do solo, oxigênio disponível e ocorrência de 

substâncias inibitórias (BISHNOI, SAIN et al., 2009). 

 A tecnologia da biorremediação é baseada em processos nos quais ocorrem reações 

bioquímicas mediadas por microrganismos. Em geral, um composto orgânico quando é 

oxidado perde elétrons para um aceptor final de elétrons, que é reduzido (ganha elétrons). O 

oxigênio comumente atua como aceptor final de elétrons quando presente e a oxidação de 

compostos orgânicos, com a redução do oxigênio molecular, é chamada de respiração 

aeróbia heterotrófica. No entanto, quando o oxigênio não está presente, microrganismos 

podem usar compostos orgânicos ou íons inorgânicos como aceptores finais de elétrons 

alternativos, condições estas chamadas de anaeróbias. A biodegradação anaeróbia pode 

ocorrer pela desnitrificação, redução do ferro, redução do sulfato ou condições 

metanogênicas (CORDAZZO, 2000). 

Além dos microorganismos, as plantas em geral têm a capacidade de absorver metais 

pesados, tais como: cobre, cobalto, ferro, molibdênio, manganês, níquel e zinco, e, portanto 

podem ser utilizadas no tratamento e retirada destes metais de áreas contaminadas, como 

solo e rejeitos industriais (LASAT, 2002; EVANGELOU, et al.,2007). Este processo é 

denominado fitorremediação e já é utilizado industrialmente (RASKIN et al., 1997). 

A remediação natural para a descontaminação de solos e águas subterrâneas tem 

ganhado aceitação como uma estratégia eficiente de biorremediação, principalmente em 

locais contaminados por derramamentos de derivados de petróleo. Esta estratégia baseia-se 

na utilização dos processos naturais de atenuação para remover ou conter os contaminantes 

dissolvidos na água e se refere aos processos físicos, químicos e biológicos que facilitam o 

processo de remediação de maneira global (WIEDEMEIR, 1996). 

Biorremediação “ex situ” é aquela onde é retirado o material contaminado para 

posterior tratamento. Biorremediação “in situ” é realizada no próprio local, sem que haja 

remoção de material contaminado. Isto evita custos e distúrbios ambientais associados com 

o movimento de solos e águas que estão contaminados para outros locais destinados ao 

tratamento. Os produtos finais de uma biorremediação efetiva são água e gás carbônico, que 
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não apresentam toxicidade e podem ser incorporados ao ambiente sem prejuízo aos 

organismos vivos (FETTER, 1993) 

 

1.2.2 Microorganismos biorremediadores 

  

 Nas condições subsuperficiais do solo, ou seja, na zona situada abaixo da superfície 

topográfica.encontram-se populações de microrganismos, as quais geralmente são formadas 

por bactérias, fungos, algas e protozoários (GHIORSE e WILSON, 1988). As bactérias 

presentes na zona saturada, ou seja, a zona constituída por diferentes níveis ou camadas de 

solo ou formações rochosas, onde todos os espaços porosos ou fraturas existentes estão 

completamente preenchidos por água; onde o limite superior desta zona é designado nível 

freático; variam com as características específicas geoquímicas e hidrogeológicas do 

aqüífero, sendo que, de maneira geral, embora existam bactérias anaeróbias, as que 

predominam são as bactérias aeróbias (CHAPELLE, 1993). Os principais mecanismos de 

biotransformação de contaminantes orgânicos em água subterrânea são efetuados nos 

biofilmes, que são bactérias e polímeros extracelulares aderidos à subsuperfície e que obtém 

energia e nutrientes durante o fluxo da água subterrânea (BITTON e GERBA, 1984). 

A comunidade microbiana envolvida na degradação de compostos xenobióticos pode 

ser dividida em dois grupos: os microrganismos primários e os secundários. Os primários 

são aqueles capazes de metabolizar o substrato principal fornecido ao sistema, enquanto os 

secundários não utilizam o substrato principal, porém, os produtos liberados pelos 

microrganismos primários. Este processo é denominado co-metabolismo (BULL et 

al.,2000). 

 Foi demonstrado por Mozhaev et al. (2002) que o fungo Clostridium innocuum é 

capaz de biorremediar fenóis com alto nível de descontaminação deste poluente.  No caso de 

Triclofenóis também foram alcançados resultados positivos de descontaminação deste 

poluente, fazendo uso dos fungos Coroulus versicolor e Panus trigrinus, os quais secretam 

as enzimas lacases, maganês peroxidases e ligninina peroxidases, as quais são as 

responsáveis por tal biorremediação (LEONTIEVSKY et al., 2002), C. versicolor também é 

capaz de biorremediar pentaclofenóis e 2,4 diclofenóis em até 80% e 100% respectivamente, 

por intermédio da ação de lacases secretadas por este fungo (ULLAH et al., 2000). 

 No caso do poluente 2,6 dimetoxifenol, foi apresentado 100% de descontaminação 

utilizando-se o fungo Pleorotus ostratus que também secreta a enzima lacase capaz de 

biorremediar este tipo de contaminante (HUBLIK E SHINNER, 2002). 
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A atrazine (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-striazina) - ATZ é um herbicida da 

classe dos triazínicos, usada intensivamente no controle de ervas daninhas. Sua estrutura 

química é representada por um anel triazínico substituído com cloro, etilamina e 

isopropilamina, que a torna recalcitrante para a degradação biológica no ambiente. A 

atrazine é um contaminante potencial da água em virtude de características como alto 

potencial de escoamento, elevada persistência em solos, hidrólise lenta, baixa pressão de 

vapor, solubilidade baixa para moderada em água, adsorção moderada à matéria orgânica e 

argila (HALLBERG,1989).  Algumas espécies microbianas isoladas de solo são capazes de 

metabolizar parcialmente os compostos triazínicos, tais como Pseudomonas, Nocardia, 

Rhodococcus NI86/21, TE1 e B-30, Aspergillus fumigatus e Rhizopus stolonifer (BEKHI et 

al., 1993). A mineralização total desses compostos pode ser realizada por consórcios 

microbianos ou culturas mistas com 2 ou mais microrganismos (LEVANON, 1993). 

 O fungo Fusarium oxysporum isolado de solo contaminado é capaz de utilizar o 

fenol como recurso de carbono e produção de energia. Porém, esta degradação do fenol 

sómente pode ser realizada se estiver a uma concentração inferior a 2mM e se houver adição 

no meio de cultura de íons de cobre (PARK et al., 2009). 

O cobre, embora seja um elemento essencial para as plantas e para alguns 

microorganismos, sob determinada concentração pode atingir níveis de toxicidade, contribuindo 

negativamente ao estabelecimento e desenvolvimento das plantas. Este comportamento tem sido 

observado em regiões de mineração de cobre e também em regiões vinícolas do sul do Brasil. 

Desse modo, alternativas para a descontaminação, ou que representem um favorecimento ao 

estabelecimento de novas espécies vegetais nesses locais, torna-se necessário como alternativa 

de produção e rentabilidade dessas áreas (PAIVA et al., 2003). 

Nesse sentido, os fungos ectomicorrízicos podem ser uma valiosa alternativa, pois 

fornecem benefícios ao crescimento da planta hospedeira (SMITH et al., 1997). Certos fungos 

podem ainda, apresentar elevada tolerância a metais pesados (MEDVE et al., 1994). Este efeito 

tem sido atribuído a habilidade dessas associações em reter os metais no micélio fúngico, 

evitando a translocação destes para a parte aérea da planta, aumentando sua tolerância (MEDVE 

et al., 1994). Moreira e Siqueira (2002), atribuem essa habilidade a mecanismos que incluem 

processos externos às hifas, ligação a polímeros da parede celular e processos internos nas 

células dos fungos, onde os metais podem ser complexados, compartimentalizados ou 

volatizados. Segundo Doelman (1986), alguns fungos ectomicorrízicos podem acumular mais de 

30 vezes a concentração de Cádmio presente no solo de sua ocorrência. 
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 Foi apresentado por Ray e Adholeya, 2009 que os fungos Pisolihtus tinctorius e 

Scleroderma veruculosum formam micélios capazes de acumular Alumínio (Al), Arsênio 

(As), Cádmio (Cd), Cromo (Cr), Níquel (Ni) e Chumbo (Pb). 

 

1.2.3. Tratamento de corantes industriais 

 

As indústrias têxteis e farmacêuticas utilizam diversos corantes sintéticos que 

causam sérios danos ambientais e são de difícil degradação (KEHARIA e MADAMWAR, 

2003). Alguns exemplos destes são: “Amarelo” 2-(4′-acetamidofenilazo)-4-metilfenol], 

“Azul Reativo”, “Laranja Reativo”, “Preto de Remazol”, “Oregon” verde 488-X, éster 

succinimidil (OG-SE), “Oregon” verde 488 ‘cadaverine 5-isomer’ (OG-CAD), texas “Red-

N-hydroxysuccinimide” ester (TxR-SE), “lysotracker” verde (DnD26), “lysotracker” 

vermelho (Figura 1.1), Texas vermelho (TxR) ou Marina azul (MB, C6-7-nitro-2,1,3-

benzoxadiazol-4-yl (NBD), indocianina verde e infracianina (PENHA et al., 2008 e 

SCHLESINGER, 2000). Em função disto, o interesse pela descrição e estabelecimento de 

métodos aplicados à remoção de rejeitos que contém corantes sintéticos tem aumentado, 

uma das estratégias é a biodegradação destes compostos (ABADULLA et al., 2000 e ZILLE 

et al., 2003). 

 

 

Figura 1.1 Estrutura química do corante “Lysotracker” vermelho    (NAYLOR et al., 2009) 

 

A biodegradação de corantes industriais já foi descrita para fungos do gênero 

Trametes, Pycnoporus e Aspergillus e está em parte associada à produção de enzimas da 

classe das polifenol oxidases (SCHERER e FISHER, 1998; MOREIRA et al., 2004; 

GARCIA et al., 2006).  Foi demonstrado por Zille et al., 2003 que o fungo Trametes villosa 

é capaz de degradar corantes do tipo azo, sob condições oxidativas e de longa duração.  

Moreira et al (2004) demonstraram que Trametes versicolor é capaz de descolorir o corante 

sintético Poli R-478, uma poliantaquinona. A espécie Trametes hirsuta, assim como T. 



23 
 

versicolor, também apresenta atividade de descoloração de corantes antaquinônicos e 

provenientes de indústrias têxteis (ABADULLA et al., 2000).  

O corante amarelo 3 [2-(4′-acetamidophenylazo)-4-methylphenol] é um corante 

muito utilizado industrialmente e o fungo da podridão-branca Phanerochaete chrysosporium 

é capaz de degradar este corante até a formação de CO2. A degradação deste corante pode 

ser realizada por meio das enzimas lignina peroxidase e manganez peroxidase (SPARADO, 

1992). 

Os corantes “Azul Reativo”, “Laranja Reativo”, “Preto de Remazol” e “Vermelho 

Congo” provenientes das indústrias têxteis podem ser tratados com o fungo Polyporus 

rubidus. Este tratamento consiste na secreção de lacases por este fungo em um reator com 

condições adequadas para a atividade dessa enzima. A degradação destes corantes foi 

alcançada em mais de 80% e a atividade máxima da enzima contou com até 17.1 unidades 

da mesma (DAYARAN e DASGUPTA, 2008) 

Trametes hirsuta e T. híspida, são fungos produtores de lacases, esta enzima está 

diretamente ligada no processo de descoloração e conseqüente diminuição do nível de 

toxicidade do corante “Azul direto 71”, um tipo de corante antaquinônico (ABADULLA, et 

al., 2000). 

O fungo Coroulus versicolor tem a capacidade de descolorir o corante Violeta 

Brilhante de Remazol, e assim, diminui o nível de toxidez deste corante. Esta capacidade de 

descoloração acontece pela presença de lacases, as quais também participam do processo de 

descontaminação do corante “Índigo Carmine”. (SANGHI et al., 2005). 

O corante “Índigo Carmine” é facilmente descolorido utilizando lacase, proveniente 

do fungo Trametes modesta, e imobilizada utilizando alumínio. A imobilização da enzima é 

um processo que tem sido adotado para descoloração de corantes e tem alcançado sucesso 

nos resultados de diminuição do nível de toxicidade dos poluentes (KANDERBAUER, et 

al., 2004) 

 O fungo da podridão branca Pycnoporus sanguineus tem forte potencial para a 

descoloração de corantes largamente utilizados na indústria farmacêutica e têxtil, bem como 

adsorve metais pesais, e por isto, é um dos objetos de estudo deste trabalho e tem sido 

estudado como biorremediador de rejeitos e resíduos de indústrias têxteis e farmacêuticas 

(ARANDA et al., 2007 e GARCIA et al., 2007).  

Geralmente os corantes industriais são formados, ou contêm a presença de 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs) os quais são produzidos durante a 

combustão incompleta de combustíveis e resíduos orgânicos, como resultado de vários 
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processos industriais e estão presentes no meio ambiente como poluentes (ALCADE et al., 

2002), este formato de vários anéis presentes na estrutura das moléculas dos corantes é o que 

lhes dá característica de serem prejudiciais ao meio ambiente, como é o caso do “Lysotacker 

vermelho” como visto na Figura 1.1, (BAMFORTH e SINGLETON, 2005). Estes 

compostos são despejados no oceano ou descartados em aterros. A sua baixa solubilidade e 

sua característica lipofílica leva ao seu acúmulo e persistência no meio ambiente, assim, sua 

eliminação é considerada uma prioridade em muitos países (BAMFORTH e SINGLETON, 

2005). 

Geralmente, compostos ramificados e polinucleados, que é o caso de muitos corantes 

industriais, são mais difíceis para degradar que moléculas monoaromáticas ou com cadeias 

simples, e aumentando o grau de halogenação da molécula, diminui-se a biodegradabilidade 

(MARIANO, 2006). 

 A biodegradação de hidrocarbonetos, tais como os corantes industriais, é 

essencialmente uma reação de oxi-redução onde o hidrocarboneto é oxidado (doador de 

elétrons) e um aceptor de elétrons é reduzido. Há vários compostos que podem agir como 

aceptores de elétrons, tais como o oxigênio (O2), nitrato (NO3-), óxidos de ferro (p.e. 

Fe(OH)3), sulfato (SO4)
2-), água (H2O) e dióxido de carbono (CO2) (DALHE et al., 2003). 

 O tratamento enzimático é muito utilizado na biorremediação de corantes, na maioria 

dos casos, diluídos em diversas soluções diferentes e na presença de substâncias 

recalcitrantes. Além disso, utiliza-se a ação de diversos microorganismos potencialmente 

biorremediadores de corantes para auxiliar no processo de biorremediação. A adição de 

mediadores com potencial redox também é feita, aumentando assim a escala de substrato 

tratado e a eficiência da degradação de compostos recalcitrantes. Vários mediadores redox 

são reportados na literatura, porém, ao que parece, poucos destes são utilizados no 

tratamento de poluentes, sendo que os mais utilizados são: 1-hidroxibenzotriazol, álcool 

veratril, ácido violúrico, 2-metoxi-fenotiazin” (HUSAIN, 2006). 

Entre os diversos tipos de efluentes despejados pelas indústrias produtoras de papel, 

estão também presentes os corantes, os quais são um dos responsáveis pelo aumento das 

mudanças climáticas, formação de camadas superficiais aqüíferas de poluição (espuma), 

coloração das águas dos rios, perda da beleza ambiental dos ecossistemas, principalmente 

aqueles que contêm sistemas aqüíferos (POKHREL e VIRARAGHAVAN, 2004). 

As indústrias de papel produzem efluentes que contêm altos níveis de teor de 

corantes, que prejudicam o meio ambiente. Estes efluentes contêm muitos compostos 

orgânicos, derivados da lignina, os quais são responsáveis pela cor marrom e também o 
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aumento da temperatura da água e diminuição da razão de fotossíntese da comunidade de 

fitoplânctons. Os organoclorados de baixo peso molecular presentes nos resíduos, gerados 

pelas indústria de polpa de papel, são os maiores contribuintes para mutagenicidade e bio-

acúmulo, devido à sua hidrofobicidade e habilidade de penetrar na membrana plasmática 

(PEDROZA et al., 2007). Todos esses compostos orgânicos são tóxicos aos organismos 

aquáticos e resistentes a degradação microbiológica, resultando na diminuição do valor 

ecológico dos sistemas naturais vizinhos de fábricas de polpa e papel (ESPOSITO et al., 

1991). 

Tratamentos biológicos são particularmente interessantes para o tratamento de 

sistemas aqüíferos, contaminados por corantes provenientes da indústria do papel (BAJPAI 

e BAJPAI, 1994). O fungo da podridão-branca é promissor para o tratamento de efluentes 

fenólicos e ligninolíticos, pois produzem enzimas tais como: lignina peroxidase, MnP-

peroxidase dependente e lacases (CONESA et al., 2002). 

 

1.3 Lacases 

 

1.3.1 Classificação e mecanismos de ação da enzima 

 

As lacases (p-difenol: dioxigênio oxidoredutases, EC 1.10.3.2) são polifenol oxidases 

extracelulares pertencentes ao grupo das proteínas azuis (CLAUS, 2003 e BALDRIAN, 

2006), que catalisam a oxidação de compostos aromáticos, polifenóis, fenóis com 

metoxilações e aminas aromáticas, com a concomitante redução do oxigênio a uma molécula 

de água (BALDRIAN, 2006). Contêm átomos de cobre no sítio ativo, sendo que o seu 

arranjo varia em função do organismo de origem. As lacases fúngicas em sua maioria 

contêm 4 átomos de cobre em 3 sítios de ligação específicos no sítio ativo ligados à enzima 

por três resíduos de histidina, em um arranjo triangular plano (DECKER et al., 2000 e 

SANCHEZ-FERRER et al., 1995). 

As lacases são enzimas amplamente distribuídas entre os organismos, sendo 

produzidas principalmente por plantas e fungos, e como estes são grandes produtores destas 

enzimas em geral são utilizados como fonte de lacases para aplicação biotecnológica 

(HARVEY e WALKER, 1999).  

Os átomos de cobre das lacases têm sido classificados de acordo com fatores 

referentes a sua ressonância eletrônica paramagnética: Tipo 1 ou azul, Tipo 2 ou normal e 

Tipo 3 (SUNDARAN et al. 1997).  
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O sítio ativo das lacases produzidas pelo fungo T. versicolor possuem quatro íons de 

cobre conforme apresentado na Figura 1.2., os íons de Cobre de Tipo 1 atuam como 

aceptores de elétrons de substâncias que possuem principalmente anéis aromáticos e aminas 

(substratos típicos de lacases); e os de Tipo 2 são os que fazem a transferência de elétrons 

até o aceptor final, o oxigênio molecular, o qual é ainda reduzido a água. O íon de cobre 

Tipo 3 atua como intermediário na via de transferência de elétrons que também inclui um 

resíduo de cisteína e dois resíduos de histidina. O cobre Tipo 1 da lacase produzida 

naturalmente no meio ambiente é utilizado para regular o potencial redox desta enzima 

(PIONTEK et al., 2002). 

 

 

Figura 1.2. Estututura globular de uma lacase de T. versicolor contendo folhas beta em amarelo e alfa-hélices 

em vermelho. Ao centro os íons de cobre são destacados em azul (Piontek et al., 2002). 

 

Dicroísmo Circular Magnético e espectroscopia de absorção de raios-X são técnicas 

que foram utilizadas para mostrar que os centros de cobre das lacases de Tipos 2 e 3 

combinados formam um grupo de cobres trinuclear com respectivos ligantes exógenos 

incluindo o oxigênio molecular (COLE et al., 1990). O centro de cobre tipo 2 é coordenado 

por duas histidinas ligantes e a água também interage com o íon de cobre. O Tipo 3 tem 3 

histidinas ligantes e uma ligação com uma hidroxila. O modelo estrutural da ligação entre o 

tipo 2 e 3 (Figura 1.3.) é na realidade o responsável pela redução do oxigênio até a formação 

de água (SUNDARAN et al., 1997) 
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Figura 1.3. Dois possíveis modelos espectroscopicamente de ligações entre diferentes tipos de cobre em um 

sítio ativo de uma lacase. (A) Ligação entre Cobre Tipo 2 e um cobre Tipo 3, formando um hidroxi-peroxido. 

(B) Ligação entre dois Cobres Tipo 3 por meio de uma ligação entre dois oxigênios com um Cobre Tipo 2 

(DURÁN et al., 2002). 

 

As lacases são enzimas largamente distribuídas em fungos da podidão-branca, além 

de poder ser encontradas também em insetos, plantas e bactérias. Esta enzima tem diversos 

papéis biológicos, como a degradação da lignina, oxidação de estruturas aromáticas, reações 

de polimerização e formação de pigmentos em células microbianas ou esporos. Além disso 

lacases são capazes de realizar a junção de duas moléculas, criando assim uma nova 

molécula em larga escala. Elas podem catalizar a ligação de um substrato aromático 

hidroxilado (apropriado para ação de lacases) com um outro tipo de substrato, criando assim 

moléculas híbridas ou heteromoléculas. (MIKOLASCH e SCHAUER, 2009)  

Lacases têm estrutura geralmente globular com aproximadamente 500 aminoácidos e 

contêm no sítio ativo domínios de cobre geralmente ligados a resíduos de histidina e/ou 

cisteína (DURÁN, 2002). 

 As lacases foram as primeiras enzimas ligninolíticas a serem estudadas, e eram 

conhecidas somente em plantas. A primeira estrutura molecular de uma lacase fúngica 

completa foi publicada em 2002, onde a estrutura cristalográfica das lacases do 

basidiomiceto T. versicolor e do ascomiceto Melanocarpus albomyces foram apresentadas 

(PIONTEK et al., 2002). 

 As lacases são um tipo de um grande grupo de enzimas denominado tirosinases, as 

quais são fenol oxidases encontradas em todos os domínios de organismos vivos. Elas são 

pertencentes a um grupo de enzimas que contém um centro de cobre do tipo 3. Elas contém 

2 átomos de cobre no sítio ativo, CuA e CuB, dos quais são coordenados por três resíduos de 

histidina, daí o fato de terem o centro de cobre do tipo 3 (DECKER et al, 2000 e 

SANCHEZ-FERRER et al, 1995). 
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 O ciclo catalítico das tirosinases em substratos monofenólicos, está apresentado na 

Figura 1.4. onde se pode observar a transferência de elétrons por meio dos íons de cobre e a 

redução do oxigênio até a formação da água. Este mecanismo de ação das tirosinases se dá 

por meio de hidroxilações (ULRICH e HOFRICHTER, 2007). Desde 1952, quando ocorreu 

a primeira biotransformação por meio do fungo zigomiceto Rhizopus arrhizus, envolvendo a 

hidroxilação de esteróides, há um forte interesse neste tipo de reação e nos organismos 

responsáveis por tais oxidações Sabe-se que a hidroxilação de compostos trata-se da 

transferência de oxigênio, introduzindo um grupo hidroxil (OH) em moléculas orgânicas, 

primariamente por via da substituição de grupos funcionais ou átomos de hidrogênio 

(PETERSON et al, 1952).  

   

 
Figura 1.4. Representação do Ciclo Catalítico das tirosinases, mostrando a participação dos íons de cobre na 

transferência de elétrons e a redução do oxigênio até a formação de água (H2O), (ULRICH e HOFRICHTER, 

2007). 



29 
 

 As lacases são um tipo diferente de tirosinase, elas não podem introduzir diretamente 

o oxigênio dentro de anéis fenólicos mas são capazes de iniciar uma cascata que pode 

indiretamente, via radicais fonoxílicos, cátions ciclodienônicos, e a adição de H2O até a 

formação de p-quinonas e p-hidroquinonas. (ULRICH e HOFRICHTER, 2007) 

 As lacases catalizam a oxidação de uma grande variedade de substâncias aromáticas 

e deste modo propiciam a redução do oxigênio até a formação de água, como é mostrado no 

ciclo catalítico da lacase na Figura 1.5. As lacases além de oxidar os compostos fenólicos e 

ácidos metoxifenólicos, elas também descarboxilam e atacam grupos metoxi ou seja 

realizam demetilação (WESENBERG et al., 2003). 

 
Figura 1.5. Movimentação dos elétrons pelos íons de cobres durante uma reação enzimática da lacase. A 

esquerda no canto inferior é mostrado os íons de cobre da enzima sem atividade, logo acima temos a lacase 

reduzida onde ocorre a perda de uma molécula de água, na etapa seguinte no canto superior direito a enzima 

está no nível intermediário formando um peróxido ligado aos íons de cobre, para enfim ganhar  mais uma 

molécula de água e voltar ao seu estado nativo (WESENBERG et al., 2003). 

 

 Estas enzimas estão envolvidas em vários processos em diferentes organismos. Em 

plantas, estão envolvidas na formação da parede celular e, juntas com peroxidases, na 

lignificação: não há dúvida que lacases estão entre as principais enzimas envolvidas em 

processos de delignificação por meio do fungo da podridão branca. Além disto, essas 

enzimas podem proteger os patógenos fúngicos de toxinas da planta, deste modo são fatores 

importantes na virulência em doenças fúngicas (MAYER e STAPLES, 2002). 
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O uso das lacases como biocatalisadores na síntese orgânica foi negligenciado no 

passado, provavelmente por não haver interesse comercial na época. Novas pesquisas, em 

processos benignos ao meio ambiente, como em indústrias têxteis e produtoras de papel, têm 

aumentado o interesse dos pesquisadores (RAYOL, 2000). 

 

1.3.2. Aplicação biotecnológica e industrial das lacases 

 

Foi relatado por Couto e Herrera (2006) que as aplicações biotecnológicas e 

industriais das lacases são diversas. Estas são: nas indústrias alimentícias, papeleiras e 

têxteis; na nanobiotecnologia; na biorremediação do solo, na química sintética e na produção 

de cosméticos. Em análise de fármacos, um novo método baseado na lacase foi 

desenvolvido para distinguir morfina de codeína em amostras de medicamentos (Bauer et 

al., 1999).  Lacase imobilizada tem sido utilizada com sucesso na remoção de fenóis da uva 

branca para a clarificação de vinhos (POINTING, 2001).  

 

- Biorremediação 

 

Em biorremediação, as lacases fúngicas tem-se mostrado muito eficazes na degradação 

de uma variedade de poluentes ambientais. A lacase tem aumentado a eficiência de processos de 

biorremediação para a degradação de triclorofenol (LEONTIEVSKY, 2002), alcenos (NIKU et 

al., 2004), efluentes industriais descoloração de pigmentos e degradação de herbicidas 

(PALONEN et al., 2004). 

Conforme já relatado, os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (PAHs) juntamente 

com outros xenobióticos são os maiores contaminantes do solo, deste modo sua degradação 

é de grande importância para o meio ambiente. As propriedades catalíticas das lacases 

podem ser usadas para degradar tais compostos. As lacases são capazes de mediar a ligação 

do 2,4,6-trinitrotoluene (TNT) reduzido a matriz do solo orgânico o que resulta na 

detoxificação deste resíduo (DURÁN e ESPOSITO, 2000). 

Os corantes provenientes das indústrias têxteis, tal como o “Índigo Carmine” é 

facilmente descolorido utilizando lacase, proveniente do fungo Trametes modesta As 

indústrias produtoras de papel também produzem corantes tóxicos ao meio ambiente que 

podem ser tratadas utilizando lacases (KANDERBAUER, et al., 2004).  
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Assim, lacases tem um importante papel na biorremediação, principalmente na 

descoloração de corantes e na degradação de xenobióticos; proveinientes da matriz 

industrial, seja têxtil, farmacêutica ou de produção de papel (COUTO E HERRERA, 2006). 

 

 - Biobranqueamento 
 

A indústria da pasta e do papel processa anualmente grandes quantidades de 

biomassa lignocelulósica. O processo de branqueamento da pasta é necessário para o 

melhoramento das propriedades do papel e também por razões estéticas. Este é, dentro da 

indústria do papel, a maior fonte de poluentes, devido, principalmente à utilização de 

compostos químicos clorados produzindo assim, efluentes líquidos de elevada toxicidade, 

persistentes e mutagênicos em sistemas biológicos (MUYZER et al., 1999). 

A remoção da lignina é um processo que tem desencadeado uma grande quantidade 

de investigações, especialmente devido à sua importância na indústria da pasta do papel.  As 

lacases são capazes de degradar lignina bem como ligninas ligadas ao cloro, encontradas em 

efluentes derivados do branqueamento do papel (LANDETE et al., 2007). 

As enzima lignolítica lacase é efetiva neste processo uma vez que degrada 

especificamente a lignina sem perdas na qualidade da pasta. As lacases são enzimas 

versáteis capazes de degradar na lignina, as unidades fenólicas e também, na presença de 

moléculas mediadoras, as unidades não fenólicas. Nos estudos fundamentais e nas 

aplicações biotecnológicas correntes são utilizadas lacases provenientes de fungos 

(MUYZER et al., 1999). 

 

- Produção de Bioetanol 

 

Espécies de Pleurotus sp. são relatados como sendo eficientes colonizadores e 

degradadores de lignoceluloses. Estes fungos realizam a degradação enzimática da porção 

lignocelulósica dos substratos pela elaboração das enzimas como celulases, ß-glicosidase, 

xilanases, lacases, manganês-peroxidases e lignina peroxidases que estão envolvidas na 

degradação de ligninoceluloses (HAHAN-HÄGERDAL et al., 2007). 

A celulose pode ser utilizada como fonte para produção de bioetanol, visto que ela é 

formada por moléculas glicose. A lacase pode auxiliar este processo delignificando a 

biomassa, seja cana-de-açúcar ou outro material ligninocelulósico, e assim disponibilizando 
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a celulose para que fique livre para ser hidrolisada e enfim dispor as moléculas de glicose 

para formação de bioetanol (HAHAN-HÄGERDAL et al., 2007). 

Para se aumentar a produção do combustível etanol, lacase obtida pelo T. versicolor 

foi expressa em Saccharomyces cerevisiae de modo a aumentar a sua resistência à inibidores 

fenólicos nos hidrolisados ligninocelulósicos (LANDETE et al. 2007).  

A presença de compostos mediadores expande o espectro do substrato de fenoloxidases para 

incluir vários derivados de ácidos benzóicos (COUTO e HERRERA, 2006). 

A via clássica da oxidação dos substratos, através das lacases, envolve a 

transferência de elétrons do oxigênio resultando na polimerização de fenóis e a formação de 

quinonas (COUTO e HERRERA, 2006). 

 Vários estudos demonstram a capacidade das lacases, principalmente as fúngicas, de 

oxidar compostos aromáticos xenobióticos presentes em rejeitos industriais, e por isto, 

possuem potencial para utilização em processos de biorremediação. Como por exemplo, no 

tratamento de efluentes de indústrias produtoras de polpa de papel e celulose, petroquímicas, 

têxtil, assim como no tratamento de solos contaminados com herbicidas e pesticidas  

O sistema enzimático dos fungos inclui várias enzimas extracelulares as quais 

catalisam a degradação da lignina, cloroligninas e compostos aromáticos e halogenados 

(BENOIT et al., 2006). As enzimas secretadas por fungos da podridão-branca catalisam a 

despolimerização da lignina e têm um papel crucial na degradação deste polímero (BLIECK 

et al., 2007). Os fragmentos resultantes com baixo peso molecular são metabolizados no 

ambiente intra-celular  até água e dióxido de carbono. Essas enzimas são responsáveis pela 

formação de radicais livres altamente reativos que se submetem a séries complexas de 

reações espontâneas de clivagem as quais têm atraído considerável interesse às diversas 

aplicações industriais tais como o branqueamento do papel e também o tratamento de 

efluentes (COUTO e HERRERA, 2006). 

 

1.3.2 Lacases fúngicas 

 

O fungo saprofítico P. sanguineus pertence à classe dos Basidiomicetos e à família 

Poliporaceae (SMÂNIA et al., 1995), esse tipo de fungo possui grande potencial na 

aplicação biotecnológica e este gênero ainda é pouco estudado. As lacases já purificadas e 

caracterizadas para esta espécie possuem potencial de aplicação tanto na indústria 

alimentícea como na descoloração de corantes.  
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IT et al. (2007), demonstraram o potencial deste gênero em secretar tirosinases 

passíveis de utilização na indústria alimentícia. Ludovic et al., 2000, isolaram e purificaram 

uma lacase de P. sanguineus aplicada à descoloração do corante “Remazol Brilliant Blue-R” 

(RBBR, C.I. 61200; Sigma, St. Louis, MO, USA) que é um corante do grupo antraquinona 

utilizado pelas indústrias têxteis, que apresenta como característica: alta solubilidade em 

água. Esta enzima purificada foi capaz de descolorir mais de 80% do corante sem a adição 

de agentes redutores. 

Foi relato por FJERBAEK et al. (2009) que Pycnoporus cinnabarinus secreta 

fenoloxidades quando colocado sob condições que estimulam a degradação de lignina. 

 IT et al, 2007 sugeriram que a combinação de tratamentos enzimáticos e 

microbiológicos podem degradar intermediários tóxicos de compostos policíclicos tais como 

1,6-benzo[a]pireno quinona (1,6Baq). Além disso, mostraram que o tratamento com lacase 

de Trametes versicolor diminui a citotoxicidade destes compostos aromáticos. 

Duas lacases de P. sanguineus com atividade de descoloração sobre corantes 

farmacêuticos foram descritas por Garcia e colaboradores (2006). A sua produção é induzida 

pelo composto fenólico 2,5-xilidina, sendo que a maior atividade é detectada após 72 horas 

de crescimento. As isoformas obtidas têm massa molecular de 72,8 e 69,0 kDa, 

respectivamente LAC1 e LAC2.  

Além da aplicação biotecnológica a lacase fúngica possui também papel crucial na 

fisiologia destes organismos. Com relação as plantas, estão envolvidas na formação da 

parede celular. Em fungos como os da podridão branca estão entre as principais enzimas 

envolvidas em processos de delignificação. Além disso, essas enzimas podem proteger os 

patógenos fúngicos de toxinas da planta, deste modo são fatores importantes na virulência 

em doenças fúngicas (MAYER e STAPLES, 2002). 

  

1.4 Expressão heteróloga em Pichia pastoris 

 

Pichia pastoris é uma levedura metilotrófica, capaz de metabolizar metanol como 

única fonte de carbono. A primeira fase no metabolismo do metanol é a oxidação do mesmo 

a formaldeído utilizando oxigênio molecular por meio da enzima álcool-oxidase. Além do 

formaldeído esta reação gera peróxido de hidrogênio. Para evitar a toxicidade do peróxido 

de hidrogênio, o metabolismo do metanol tem um local dentro de uma organela celular, 

ligada ao peroxissomo, o qual seqüestra produtos tóxicos ao longo do restante da célula. A 

álcool-oxidase tem baixa afinidade por O2, e P. pastoris compensa isso gerando uma grande 
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quantidade desta enzima. O promotor regulador da produção de álcool-oxidase é o único 

usado para direcionar a expressão da proteína heteróloga em Pichia (ELLIS et al., 1985)

 Dois genes em Pichia pastoris codificam a duas formas da álcool oxidase, AOX1 e 

AOX2. A maior parte da atividade de álcool oxidase na célula é atribuída ao produto do gene 

AOX1. A expressão de AOX1 é rigorosamente controlada e induzida pelo metanol a altos 

níveis, tipicamente ≥ 30% do total de proteína solúvel nas células crescidas em metanol. O 

gene AOX1 foi isolado e uma versão do plasmídeo de suporte do promotor de AOX1 é usada 

para direcionar a expressão do gene de interesse codificando a proteína heteróloga desejada. 

Embora AOX2 tenha 97% de homologia com AOX1, o crescimento em metanol é mais lento 

do que com AOX1. Este crescimento lento em metanol permite o isolamento de cepas Muts 

(aox1) (DUCROS et al., 1998). 

 A expressão de AOX1 é controlada em nível de transcrição. No crescimento em 

metanol das células aproximadamente 5% de poli-A+ RNA é do gene AOX1. A regulação do 

gene AOX1 é um processo de duas fases: um mecanismo de repressão/derepressão mais um 

mecanismo de indução (Por ex. o gene GAL1 de Saccharomyces). Brevemente, o 

crescimento em glicose reprime a transcrição, sempre na presença de metanol. Por essa 

razão, o crescimento em glicerol somente (derepressão) não é suficiente para gerar sempre 

níveis mínimos de expressão do gene AOX1. O indutor metanol é necessário para detectar 

níveis constantes de expressão de AOX1. (ELLIS et al., 1985; KOUTZ et al., 1989; 

TSCHOPP et al., 1987a). 

 A perda do gene AOX1, e assim uma perda da atividade de álcool oxidase nas 

células, resulta em uma cepa que é fenotipicamente Muts (Baixa utilização de Metanol). 

Antes referida como Mut-. Mut+ (Maior uso de metanol) se refere a uma cepa selvagem com 

habilidade de metabolizar metanol como único recurso de carbono. Esses dois fenótipos são 

usados na análise de Pichia, transformadas através da integração no seu gene (TSCHOPP et 

al., 1987b). 

 A expressão heteróloga em Pichia pastoris pode ser intracelular ou secretada. A 

secreção requer a presença de uma seqüência sinal na proteína expressa para levá-la à via de 

secreção. Embora várias seqüências sinais de via de secreção sejam utilizadas 

freqüentemente, incluindo o sinal para secreção nativa, o sucesso da expressão utilizando 

estas seqüências é variável. A seqüência sinal de secreção de Saccharomyces cerevisiae α 

factor é a que alcança maior sucesso (CREGG et al., 1993; SCORER et al., 1993). 

A maior vantagem da expressão de proteínas heterólogas secretadas é que Pichia 

pastoris secreta baixos níveis de proteínas nativas. Assim, combinada a baixa quantia de 
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proteína no meio mínimo de crescimento de Pichia, significa que a secreção de proteínas 

heterólogas compreende a vasta maioria do total de proteínas no meio e serve como a 

primeira fase na purificação da proteína. Entretanto, se houver sítios de glicosilação (Asn-X-

Ser/Thr) em sua seqüência primária de proteína pode ocorrer glicosilação nesses sítios 

(TSCHOPP et al., 1987a). 

Em comparação a Saccharomyces cerevisiae, Pichia pode ter uma vantagem na 

glicosilação de proteínas secretadas, pois ela não proporciona hiperglicosilação. Ambas 

Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris são propícias a glicosilação no N terminal, 

entretanto, o comprimento das cadeias de oligosacarídeos adicionadas pós-traducionalmente 

às proteínas de Pichia (em média de 8-14 resíduos de manose por lado de cadeia) é mais 

curta do que em Saccharomyces cerevisiae (50-150 resíduos de manose) (GRINNA e 

TSCHOPP, 1989; TSCHOPP et al., 1987b). 

Em adição, Saccharomyces cerevisiae tem oligosacarídeos centrais com terminal 

α1,3 glicano ligados enquanto Pichia pastoris não. É comprovado que α1,3 glicano ligados 

nas proteínas glicosiladas produzidas por Saccharomyces cerevisiae são primariamente 

responsáveis pela natureza hiper-antigênica dando a elas a particularidade imprópria ao uso 

terapêutico. Embora não tenha sido provado, isso é predito ser menos de um problema de 

glicoproteínas geradas em Pichia pastoris, porquê ela pode parecer-se com a estrutura 

glicoprotéica de eucariotos superiores (CREGG et al., 1993). 

Foi demonstrado por ALBERTINI (2007) que Saccharomyces cerevisiae, uma 

levedura extensivamente utilizada na biotecnologia industrial, é capaz de adsorver 

determinadas quantidades de sulfato de cádmio, apresentando um forte potencial a 

biorremediação de metais. No entanto, esta levedura é também de fácil manipulação para a 

biotransformação, servindo de meio para a produção, em larga escala, de proteínas e 

enzimas de interesse biotecnológico e industrial. 

Muitas proteínas humanas podem ser expressas com sucesso na levedura S. 

cerevisiae, esta levedura tem sido utilizada como um sistema modelo para a expressão 

heteróloga de proteínas, como exemplo, a enzima galactose-1-fosfato uridililtransferase, 

associada a galactosemia foi expressa com sucesso (WELLS, 1996). 

Colao, 2006 encontrou alta atividade da lacase purificada da expressão heteróloga 

em Pichia pastoris, na descoloração de corantes e conversão de solventes orgânicos em 

produtos menos poluentes, comprovando a viabilidade da expressão heteróloga nesta 

levedura da enzima lacase para fins de biorremediação de corantes.  

 



36 
 

2. Justificativa 
 

O fungo P. sanguineus faz parte do grupo de fungos da podridão branca, altamente 

eficientes na degradação de biomassa lignocelulósica, por sua atividade de delignificação. 

Além disto, estes fungos são muito estudados em função de sua atividade remediadora sobre 

efluentes fenólicos industriais. Esta atividade está associada à produção de enzimas, com 

atividade oxirredutora, denominadas lacases. Duas lacases de Pycnoporus sanguineus foram 

purificadas e caracterizadas por Garcia e colaboradores (2006). Estas enzimas apresentaram 

atividade de descoloração sobre corantes largamente utilizados na indústria farmacêutica, e, 

portanto, representam uma importante ferramenta na biorremediação de efluentes destas 

indústrias e na redução do impacto ambiental pelo seu descarte. Estudos com lacases fúngicas 

demonstraram que a conversão de compostos fenólicos em substâncias não tóxicas por estas 

enzimas independe da presença do microrganismo produtor da enzima, e resultados 

promissores já foram descritos pela utilização direta da enzima na sua forma imobilizada ou 

não.  

Considerando o potencial industrial destas enzimas de P. sanguineus, e dando 

continuidade ao trabalho iniciado com a purificação e caracterização de lacases deste fungo. 

Neste trabalho, propõe-se a clonagem e expressão do cDNA de uma lacase de P. sanguineus 

na levedura metilotrófica P. pastoris visando a sua obtenção em escala industrial. Visando a 

sua utilização em processos de biorremediação de efluentes fenólicos industriais, bem como, 

na delignificação de celulose e biomassa lignocelulósica, para produção de papel e bioetanol, 

respectivamente.   

 

3. Objetivos 
 

3.1. Objetivo Geral 

 

Clonar o cDNA de uma lacase de P. sanguineus e expressá-lo em células da levedura 

metilotrófica Pichia pastoris, visando a sua obtenção em escala industrial e aplicação na 

biorremediação de efluentes fenólicos industriais e na delignificação de celulose e biomassa 

lignocelulósica, para produção de papel e bioetanol, respectivamente.   

 

3.2.  Objetivos Específicos 
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- Extrair o RNA de P. sanguineus cultivado em meio líquido indutor da produção de 

lacases; 

- Obter o cDNA codificante de uma das lacases de P. sanguineus pela técnica de RT-

PCR; 

- Clonar o cDNA de uma das lacases de P. sanguineus; 

- Determinar a seqüência completa do cDNA da lacase de P. sanguineus; 

- Analisar a seqüência obtida; 

- Predizer a estrutura terciária da lacase de interesse por modelagem molecular baseada 

na comparação com modelos de estrutura disponíveis em bancos de dados de 

estruturas;  

- Expressar o cDNA da lacase na levedura Pichia pastoris; 

- Avaliar a produção da atividade de lacase pelos clones recombinantes selecionados. 

 
 

4. Material e Métodos 
 

4.1. Microorganismos: origem e manutenção  
 

O fungo P. sanguineus CCT-4518 obtido da coleção de microrganismos da Fundação 

André Tosello em Campinas-SP foi mantido com repiques periódicos em meio BDA [caldo 

de batata 20% (v/v), dextrose 2% (m/v) e ágar 1,5% (m/v)] a temperatura ambiente e estocado 

a 4°C. Alternativamente, discos de meio BDA inoculados com o fungo foram estocados a -

80oC em solução de glicerol a 20% (v/v). As células de Escherichia coli DH5α, Pichia 

pastoris SMD 1168 (pep4, his4) e GS115 foram obtidas comercialmente. Para o crescimento 

da bactéria E. coli, foi utilizado o meio de cultura Luria Bertani (LB)-líquido e sólido (10g.L-1 

de bactotriptona, 5g.L-1 de extrato de levedura, 5g.L-1 de cloreto de sódio (NaCl) e para o LB-

Ágar, 15 g.L-1 de ágar). Para manutenção e indução da expressão de proteínas da levedura P. 

pastoris (SMD 1168 e GS115), foram utilizados os meios de cultura recomendados no manual 

“Easy SelectTM 
Pichia Expression Kit” – K1740-01 (Invitrogen, Carlsbad-CA, EUA). 
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4.2. Desenho dos iniciadores (“primers”) 
 

 Os iniciadores utilizados na amplificação do cDNA de interesse foram desenhados 

utilizando-se a seqüência completa do gene de uma lacase de Pycnoporus sanguineus 

depositada no banco de dados, “GenBank”, do “National Center for Biotechnology 

Information” (NCBI), código de acesso: AY458017. (Figura 4.1). Os iniciadores senso e anti-

senso com 21 e 22 nucleotídeos, respectivamente, foram desenhados de forma a amplificar 

apenas a região codificadora da proteína, a partir do códon de iniciação da tradução, como 

mostrado na Figura 4.1. Estes iniciadores foram denominados PFE e PRX. Foram adicionados 

também aos iniciadores, seqüências referentes aos sítios de restrição das enzimas EcoR I e 

Xba I, necessários para a clonagem do cDNA (Tabela 4.1). Os iniciadores foram desenhados 

utilizando o programa de computador SMART 6, Simple Modular Architecture Research 

Tool, (SCHULTZ et al., 1998). O iniciador PFE foi desenhado de forma que não foi 

flanqueado o peptídeo sinal, ou seja, em uma região após o códon ATG. Esta construção foi 

denominada: construção 1 e utilizada na transformação da levedura P. pastoris utilizando o 

vetor pPICZαA.  
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>gi|38455527|gb|AY458017.1| Pycnoporus sanguineus lacase mRNA seqüência 

completa 

GGCCAGCCCACCCACTTCTCTCTCTTGCCTCGGTCGTCGCGCAGAATCAGCATGGGCTCCGGTCTATTCA 

GCCTCTTCGTCGCCATCGCGGCCATCTCTGGCAGTCTCGCTGCCATCGGGCCCAAGGCGGACCTCGTCAT 

CTCCGATGCTGTTGTCAATCCCGATGGCACGCCTCGAGCTGCTGTTGTCGTGAATGGTGACTTCCCTGGA 

CCTCTCATCTCTGGGAAGAAGGGGGATCACTTCCAGCTCAACGTGATCAACAAGTTGACCAACCACACCA 

TGCTGAAGACGACCAGTATACACTGGCACGGACTCTTCCAGGAACACACTAACTGGGCCGACGGTCCCGC 

ATTCGTCAATCAGTGTCCCATTGCTTCTGGACACTCCTTCCTATACGACTTCCATGTGCCCGATCAAGCC 

GGCACGTACTGGTATCACAGCCATCTGTCCACGCAGTACTGCGACGGATTGCGAGGACCGCTTGTCGTGT 

ACGACCCCCACGATCCTCAGGCGCATCTGTATGATGTTGACAACGATGACACTGTCATTACCTTGGCGGA 

TTGGTACCATGTCGCGGCCAAGCTGGGCCCGCAATTCCCGAGGGGCGCGAACTCTACCCTCATCAACGGC 

CTTGGACGCGCGGCAACGGATAGCACTTCCGACTTGACTGTCATTACCGTGGAGCATGGGAAGCGCTATC 

GTTTCAGGCTTGTGTCGATCTCTTGTGACCCCAATCACACCTTCAGCATCGATGGACACAACATGACTAT 

CATTGAAGTCGATGGCGTCAACAGCAAGCCCCTCACCGTCGACTCCATCCAGATCTTCGCCGCTCAGCGC 

TACTCCTTCGTGTTGAATGCTAACCAACCGGTGGACAACTACTGGATTCGTGCGAATCCGAGTGGCGGAA 

CCCTGGGCTTCGAGGGCGGGATCAACTCTGTCATCCTCCGGTACAAGGGTGCCCCGGATGCCGAACCCAC 

CAACACGACGGCACCGACATCTGTGATTCCTCTTGTGGAGACAAATTTGCACCCTCTCAAGCCCATGCAA 

GTGCCTGGCCGATCTGGTGTTGGTAACGTCGATTATGCGAAGACCCTCAATTTCAACTTTAACGGCACCA 

ACTTCTTCATCAACAATGCGACGTTCACTCCGCCCACAGTCCCCGTCCTCCTCCAGATCCTGAGCGGAGC 

GCACAACGCGCAGGACCTCCTGCCTGCAGGGTCTGTTTACACCCTTCCTCCGCACAGCGCCATCGAGATC 

ACCATGCCGGCTACGACCATGGCCCCGGGCTCACCCCACCCCTTCCACTTGCACGGCCACGTCTTCGCTG 

TCGTACGCAGCGCCGGCAGCTCCGAGTACAACTACCACGACCCCATCTTCCGCGACGTCGTGAGCACCGG 

CCAGCCCGGCGACAGCGTCACGATCCGGTTCATGACGGACAATCCGGGCCCGTGGTTCCTCCATTGCCAC 

ATCGACTTCCATCTCGAGGCCGGCTTCGCGATCGTGTTCGCGGAGGACGTGAATGATATCAAGTACGCGA 

ACCCGGTCCCGCCGTCGTGGGAGGAGCTCTGCCCCATCTACGACAAGCTCCCGGAGTCCGACCATTAGGC 

TCGTGGCGCGGACTCCTTTGGGACATTTCTTCCTTCGTTTGGTTCTGCTATCAAGGACATGGAGGCTATT 

GGTCAGGTTAATACCGCGCGGACATTTGGATAATATTCAGGCAGATGTCGTGGCTTCGAGTGTTGGTCCG 

CTCGTAGTCTAACAGTACACACTCTTTGGTCGTCCTGCTTGGTTCGCTATACACCGGTGCTTGAATACGT 

CCACATCGTTATGTATTGTACAGTACATCATATATTAACCAATGTGAATCCGGACAACAGGTATGTGGAT 

GACGAAGCGCCG 
                                                            

Figura 4.1. Seqüência completa do gene de uma lacase do fungo filamentoso P. sanguineus. Os segmentos de 

seqüências sublinhados representam a região de anelamento dos iniciadores desenhados para amplificação do 

gene de interesse. A seqüência ATG em vermelho representa o códon de iniciação da tradução, e a seqüência 

TAG em azul representa o códon de terminação da tradução.  

 

Tabela 4.1. Iniciadores utilizados para amplificação do cDNA de uma lacase de P. Sanguineus. Em negrito são 

mostrados os sítios de restrição adicionados à seqüência. Utilizados para obtenção da construção 1. 

Iniciadores Seqüências Sítio da enzima 
Iniciador 

Senso(PFE) 5’-GGAATTCGCCATCGGGCCCAAGGCGGAC-3’ Sítio para EcoR I 
Iniciador Anti-
Senso(PRX) 5’-CAAGCTCCCGGAGTCCGACCATCTAGAA-3’ Sítio para XbaI 

 

 Após seqüenciamento inicial do cDNA amplificado, iniciadores internos também 

foram desenhados para obtenção da seqüência completa do gene (Tabela 4.2). 
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Tabela 4.2. Iniciadores utilizados para seqüenciamento completo do gene da lacase de P. sanguineus, senso e 

anti-senso.  

Iniciadores Seqüências 

Iniciador Senso (PFI) 5’-AACCTCACGATCCTCAGG-3’ 

Iniciador Anti-Senso (PRI) 5’-GCTCAGGATCTGGAGGAG-3’ 

 

 Alternativamente, para a expressão da proteína de interesse na levedura P. pastoris foi 

utilizado o vetor pPIC9, e neste caso foi realizada uma nova construção, denominada 

construção 2. Para tanto, foram construídos outros dois iniciadores com seqüências contendo 

os sítios de restrição das enzimas BamHI e NotI, sendo que o iniciador anti-senso possui sítios 

para estas duas enzimas de restrição conforme apresentado na Tabela 4.3.  Estes iniciadores 

foram denominados respectivamente, PFB e PRBN. 

 

Tabela 4.3. Iniciadores utilizados para obtenção da construção 2. Em negrito são mostradas as seqüências 

referentes aos sítios de restrição de BamHI e Not I. 

Iniciadores Seqüências Sítio da enzima 
Iniciador 

Senso (PFB) 5’-TTCGGATTCATGAGATTTCCTTCAATTTTTACT-3’ 

Sítio para 
BamHI 

Iniciador Anti-
Senso(PRBN) 

 
5’AGGATCCGCGGCCGCTAATGGTCGGACTCCGGGAGCTT

G-3’ 

Sítios para 
BamHI e Not I 

 

4.3. Extração do RNA de P. sanguineus 
 

Esporos de P. sanguineus (1x107 esporos/mL) foram inoculados em dois frascos 

cônicos de 1L contendo 250 mL de meio de cultura para produção de lacases, denominado 

MPL (extrato de malte 1,25% (p/v), tween 20 0,1% (v/v), CuSO4.5H2O 0,0005% (p/v) e 0,4 

mM de 2,5-xilidina), conforme anteriormente descrito por Garcia e colaboradores (2006). Os 

frascos foram incubados a 28°C sob agitação de 120 rpm, após 24, 48, 60 e 72 horas de 

crescimento as culturas foram filtradas a vácuo, imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido, e posteriormente utilizadas na extração do RNA total. Os micélios congelados foram 

macerados em almofariz até a sua completa pulverização, estas amostras foram utilizadas na 

extração de RNA utilizando “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen), conforme instruções do 

fabricante. Para a purificação do RNA poli A+ foi utilizado o “Kit Oligotex Spin Column” 

(Qiagen) e o procedimento foi realizado conforme instruções do fabricante. 
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4.4. Reação de Transcrição Reversa e amplificação do cDNA 
 

A reação de transcrição reversa para obtenção da primeira fita do cDNA de interesse 

foi realizada utilizando a enzima “Superscript III” (Invitrogen). O sistema de reação contendo 

o RNA poliA+, 1 microlitro de 50 µM  do oligonucleotídeo (oligo-dT50) e 1 µL de dNTP 

(10mM) e o RNA foi desnaturado a 70oC por 5 minutos. O sistema foi então incubado no 

gelo, e posteriormente acrescido de tampão da transcriptase, 1 uL de DTT (0,1mM) e 1 uL da 

transcriptase reversa (200U/uL). O sistema foi novamente incubado a 42oC, desta vez, por 1 

hora e a reação interrompida pelo aquecimento a 70oC por 10 minutos. O RNA presente no 

sistema foi digerido com 1 uL de RNase H (2U/ul) a 37oC por 20 minutos. 

Posteriormente, uma alíquota do sistema de reação da transcrição reversa foi 

submetida à PCR, utilizando a DNA polimerase “Platinum Taq DNA polymerase High 

Fidelity” (Invitrogen), e os iniciadores desenhados como descrito no item 4.2, para obtenção 

da construção 1. A 1µL do sistema de reação da PCR foram adicionados 1µM dos 

oligonucleotídeos, 0,2 mM de dNTP, tampão da Taq polimerase e a Taq polimerase (1 U). As 

condições da PCR foram as seguintes: desnaturação inicial a 94 °C por dois minutos, seguida 

pelas etapas de anelamento a 69 °C por 30 segundos e extensão a 72 °C por 1 minuto e 45 

segundos, em 26 ciclos repetidos. Uma etapa final de extensão foi realizada por 1 minuto e 45 

segundos a 70 °C e em seguida 12ºC até o momento de uso do produto da PCR. O produto da 

PCR correspondente ao cDNA da lacase foi adenilado, e após dessalinização utilizado na 

ligação ao vetor de clonagem pGEM-T (Figura 4.2.) 

 

4.5. Ligação ao vetor pGEM-T 
 

O plasmídeo pGEM-T é um vetor de clonagem que possui um gene de resistência à 

ampicilina, e o gene codificador da β-galactosidase (lac z) (Figura 4.2). O sítio de clonagem 

encontra-se dentro do gene lac z, possuindo em suas extremidades os promotores SP6 e T7. A 

ligação do inserto no sítio de clonagem, interrompe o gene lac z, portanto, células bacterianas 

transformadas com esta construção não produzem a enzima β-galactosidase, e são 

identificadas em meio seletivo (meio de cultura contendo: ampicilina, IPTG e X-GAL), por 

apresentarem coloração branca. 

Uma alíquota de 5µL do cDNA dessanilizado (133ng) foi ligado ao vetor de clonagem 

pGEM-T (Figura 4.2.), utilizando-se a enzima T4 DNA ligase I (20U). O sistema de ligação 

foi incubado a 18oC por 16 horas. 
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Figura 4.2. Mapa do vetor de clonagem do produto da RT-PCR, pGEM-T.  Fonte: “Manual pGEM T vector for 

cloning”. 

 

 

4.6. Transformação de células de Escherichia coli 
 

A transformação de células de E. coli DH5α foi realizada conforme procedimento 

descrito por Inoue et al (1990). Para tanto, a 50uL de células competentes foram adicionados 

2 µL do sistema de ligação, nas seguintes condições: 1,7 Kvolts, 25uF e 400Ω. 

Em seguida, foram adicionados à suspensão de células 800 µL de meio SOC (2% 

bactotriptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, 0,5% de MgCl2, 0,5% de MgSO4, 

1% de dextrose), em seguida estas foram incubadas por 1 hora a 230 rpm e 37oC. Uma 

alíquota de 200µL desta suspensão foi plaqueada em meio LB-ágar contendo ampicilina, 

IPTG (“isopropilthiogalactose”) e substrato da β-galactosidase (X-gal) (concentração final de 

100µg/mL). Das colônias brancas que cresceram no meio seletivo, vinte foram selecionadas e 

cultivas em meio LB líquido contendo ampicilina (100µg/mL) para posterior extração de 

DNA plasmidial e confirmação da presença do inserto.  

 

4.7. Análise dos clones transformantes 
 

As vinte colônias brancas selecionadas foram cultivadas em meio LB por 20 horas a 

37ºC e agitação de 240 rpm. Posteriormente, as culturas foram centrifugadas a 8.000 r.p.m por 

15 minutos. As células obtidas foram utilizadas na extração de DNA plasmidial. Este 
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procedimento foi realizado utilizando o “Mini plasmid Kit extraction” (Invitrogen). Destas 

preparações de DNA plasmidial 200ng foram digeridos com a enzima de restrição EcoRI 

(4U), por 16 horas a 30ºC, para verificar quais destes clones apresentavam o plasmídeo com o 

tamanho esperado referente à presença do inserto (4,5Kb). O produto da digestão foi 

analisado em gel de agarose a 1% (m/v). Três destes clones denominados pGLac 1, pGLac 2 e 

pGLac 3 apresentaram o tamanho esperado e foram selecionados para o seqüenciamento. 

O seqüenciamento foi realizado no seqüenciador 377 utilizando o Kit “Big Dye 

Terminator” da “Applied Biosystems”. As seqüências obtidas foram comparadas com 

seqüências já depositadas em bancos de dados, como descrito no item 4.10. A presença da 

seqüência codificadora da lacase foi obtida para o clone pGLac 1 que foi selecionado para os 

experimentos posteriores de expressão heteróloga.  

 

4.8. Construção 1 
 

4.8.1. Preparação do vetor de expressão pPICZαααα A para transformação  

 

O clone pGLac1 foi cultivado em 100 mL de meio LB por 20 horas a 37ºC , e 240 

rpm, posteriormente estas células foram centrifugadas  a 5000 g por 15 minutos e utilizadas 

na extração de DNA plasmidial utilizando o “Mini plasmid Kit extraction” (Invitrogen). Desta 

preparação, 4 µg  do DNA plasmidial, do clone pGLac 1, foram digeridos com as enzimas de 

restrição Xba I e EcoR I (40U). O sistema da digestão foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose a 1% m/v), após coloração do gel com violeta cristal a 1%, o fragmento de interesse 

com 1500 pares de base foi eluído do gel utilizando o “Kit” eluição de DNA 

(INVITROGEN). 

O plasmídeo pPICZαA (100 ng) foi digerido com as enzimas de restrição EcoRI e 

Xba I (4 U), por 16 horas a 30ºC. O cDNA do clone pGLac1 (134 ng) foi ligado ao vetor de 

expressão pPICZαA (100 ng), utilizando-se a enzima DNA-ligase I  (30U) e tampão desta 

enzima de acordo com orientações do fabricante (Invitrogen), durante 18 horas a 4ºC. O 

plasmídeo pPICZαA é um dos vetores utilizados na expressão heteróloga na levedura 

metilotrófica Pichia pastoris. Este plasmídeo contém a marca de resistência ao antibiótico 

zeocina, conforme mostrado na Figura 4.3.  

Uma alíquota do sistema de ligação foi utilizado na transformação de células de E. coli 

DH5α, por eletroporação, nas seguintes condições: 12,5 KV/cm, 25uF e 200Ω. Após a 
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transformação, as células foram plaqueadas em meio LB contendo zeocina (100µg/mL). Das 

colônias que cresceram, 10, denominadas pPICZαA1, pPICZαA2, pPICZαA3, pPICZαA4, 

pPICZαA5, pPICZαA6, pPICZαA7, pPICZαA8, pPICZαA9, pPICZαA10, foram selecionadas 

e utilizadas na extração de DNA plasmidial. O DNA plasmidial extraído em seguida foi 

digerido com a enzima de restrição  PmeI (4U), e o sistema de digestão analisado por 

eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmação do tamanho esperado do plasmídeo em 

função da presença do inserto (4,5Kb).  

Todos os clones analisados apresentaram o plasmídeo com o tamanho esperado, no 

entanto apenas o clone pPICZαA10 foi selecionado para experimentos posteriores de 

expressão da lacase em levedura e seqüenciamento do cDNA (itens 4.8.2 e 4.10).  

       
Figura 4.3. Mapa do vetor de clonagem pPICZαA, contendo os sítios das enzimas de restrição, o fator alfa, 

responsável pelo peptídeo sinal, a marca de seleção que confere resistência a zeocina e o promotor AOX1. 

 

4.8.2. Transformação das células de Pichia pastoris  

 

O DNA plasmidial do clone pPICZα10 foi linearizado pela digestão com a enzima de 

restrição Pme I (4U) durante 16 horas a uma temperatura de 30ºC. O plasmídeo linearizado 

foi precipitado com 1V de etanol 100% e acetato de sódio 3M a -20ºC, após 16 horas de 

precipitação o DNA foi centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado ressuspendido em 20 microlitros de água milliQ, e posteriormente  

utilizado na transformação de células de P. pastoris.   
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A transformação foi realizada utilizando três linhagens de P. pastoris (GS115, SMD 

1168 e X33) e de DNA linearizado (8µg), conforme instruções do “Kit” para expressão de 

proteínas em P. pastoris da Invitrogen (“Easy SelectTM 
Pichia Expression Kit” – catálogo 

K1740-01). A eletroporação foi realizada nas seguintes condições: 2,5 volts, 25uF e 400Ω. 

Após a transformação, as células foram plaqueadas em meio seletivo, YPD “Yeast Extract 

Peptone Dextrose Medium” (Extrato de Levedura 1%, Peptona 2%, Dextrose 2% e zeocinaTM 

100µg/mL).  Dentre os clones crescidos em meio YPD contendo zeocina, 288 clones foram 

estocados a -80ºC em meio YPD líquido contendo glicerol a 20%, e posteriormente utilizados 

para análises da transformação. 

 

4.8.3. Seleção de clones recombinantes por PCR de colônia 

 

Dezoito das 288 colônias crescidas em meio seletivo com zeocinaTM, foram cultivadas 

em meio YPD sólido, coletadas deste meio e transferidas para microtubos contendo 20 µL de 

água MilliQ.   Estas amostras foram fervidas por 5 minutos, e uma alíquota de 2 µL foi 

utilizada na reação de PCR, utilizando os iniciadores internos, PFI e PRI, nas seguintes 

condições: 80ºC por 1 minuto; 34 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 52ºC 30 segundos e 72ºC 

por 90 segundos; mais 3 minutos a 72ºC. O produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 

1% (m/v). Quinze dos clones que apresentaram o fragmento de DNA com tamanho esperado 

(704 pbs) foram selecionados para experimentos posteriores de produção da lacase em meio 

de cultura líquido e sólido. 

 

4.8.4. Análise da produção da lacase recombinante 

 

As quinze colônias recombinantes, selecionadas após a PCR de colônia, foram 

cultivadas em meio de cultura sólido seletivo (YPD contendo zeocina). Após 24 horas de 

crescimento neste meio de cultura, as colônias foram transferidas para meio sólido indutor, 

MMH (Manual do Kit para expressão heteróloga em P. pastoris da Invitrogen) contendo o 

substrato de lacase (0,2mM), AzBTS (2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid). 

O crescimento foi acompanhado por 7 dias com a adição de metanol 1% a cada 24 horas. Os 

clones capazes de oxidar o substrato são visualizados pela formação de um halo com 

coloração verde em torno da colônia produtora de lacase. Estas colônias foram cultivadas 

também em meio líquido indutor BMMH (YNB-1,34%, Biotina-4.x10-5%, Histidina-100X e 
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Metanol-0,5%). A atividade enzimática foi avaliada nos tempos de crescimento de 0 a 7 dias, 

seguindo o procedimento anteriormente descrito por Garcia e colaboradores (2006). 

 

4.9. Construção 2  
 

4.9.1 Ligação ao vetor de expressão pPIC 9 

  

 - Preparação do plasmídeo pPIC 9 

  

O vetor de expressão pPIC 9, foi utilizado na transformação de células de E. coli 

DH5α por choque térmico, conforme procedimento descrito por Inoue et al (1990). A uma 

alíquota de suspensão de células competentes foi adicionado 1µg do plasmídeo  pPIC9, esta 

foi incubada por 30 minutos no gelo. Em seguida, o sistema de transformação foi incubado a 

42ºC por 2 minutos, rapidamente transferido para o gelo e incubado por 5 minutos. À esta 

suspensão de células foram adicionados 1 mL de meio LB-líquido, que posteriormente foi 

incubada por 1 hora a 37ºC, sob agitação de 240 rpm. Deste sistema de transformação uma 

alíquota de 100 µL foi plaqueada em LB-Ágar seletivo contendo ampicilina (100µg/mL), as 

placas foram incubadas por 24 horas a 37ºC. 

Das colônias que cresceram, uma foi selecionada e cultivada em meio LB líquido por 

16 horas a 200 rpm. Esta cultura foi centrifugada a 5000 rpm. e o “pellet” utilizado na 

extração de DNA plasmidial. O DNA plasmidial foi extraído (pPIC 9) utilizando-se  o “Mini 

plasmid Kit extraction” (Invitrogen) e digerido com a enzima de restrição NotI (4U), por 16 

horas a 30ºC.  O sistema de digestão foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% e o 

plasmídeo foi eluído do gel utilizando-se o “Kit Gene clean II” (bio101, Inc., cat. #1001-400). 

O plasmídeo eluído do gel e já digerido com NotI foi preparado para uma nova 

digestão, desta vez com a enzima BamHI (4U), por 16 horas a 30ºC. Esta dupla digestão foi 

realizada para tornar as extremidades do pPIC 9 coesivas com o inserto a ser ligado neste 

vetor. O plasmídeo linearizado foi defosforilado pela enzima “Alkaline Phosphatase Calf 

Intestinal” (CIAP) – 30U. 



47 
 

 
Figura 4.4. Mapa do vetor de expressão pPIC 9, onde se pode observar os sítios das enzimas de restrição, XhoI, 

SnaBI, EcoRI, AvrII e NotI; o tamanho do vetor de 8.0 kb,o promotor AOX1  e a marca de seleção para 

ampicilna. 

 

- Preparação do inserto 

 

O DNA plasmidial do clone pPICZα10 foi utilizado em uma reação em cadeia da 

polimerase (PCR), na presença dos iniciadores PFB e PRBN (Tabela 4.3.), com seqüências 

flanqueadoras contendo sítios de restrição das enzimas BamHI e Not I. Estes iniciadores 

foram utilizados para que o inserto obtido tenha extremidades coesivas com o vetor de 

expressão pPIC 9, já linearizado. Na figura 4.5. se pode observar, parte da seqüência de 

nucleotídeos do plasmídeo pPIC 9, a presença dos sítios das enzimas de restrição BamHI e 

NotI. 

As condições da PCR foram as seguintes: desnaturação inicial a 94 °C por dois 

minutos, seguida pelas etapas de anelamento a 94 °C por 30 segundos, e extensão a 55 °C 

por 1 minuto, mais 72ºC por 2 minutos em 26 ciclos repetidos. Uma etapa final de extensão 

foi realizada por 20 segundos a 72 °C e em seguida 12ºC até o momento de uso do produto 

da PCR. 
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BAMH I

 
Figura 4.5. Representação de parte da seqüência do vetor de expressão pPIC 9, contendo destacados em azul os 

sítios das enzimas de restrição BamHI e NotI. 

 

Após a PCR, o inserto foi digerido com a enzima de restrição BamHI e em seguida 

uma outra digestão, desta vez com a enzima NotI, ambas durante 16 horas a 30ºC. O 

fragmento obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% e eluído deste 

utilizando-se o “Kit Gene clean II” (bio101, Inc., cat. #1001-400) e utilizado na ligação ao 

plasmídeo pPIC 9. 

 

- Ligação ao plasmídeo pPIC 9 e Transformação em bactéria 

 

Para a ligação foram utilizados 200ng do DNA plasmidial, 112ng do inserto, 4U da 

enzima T4 DNA – ligase e tampão desta enzima, este sistema foi incubado por 16 horas a 

4ºC. Posteriormente, o sistema de ligação foi dialisado, e em seguida utilizado na 

transformação de E. coli DH5α por eletroporação sob as condições: 1,7 volts, 25uF e 400Ω. A 

transformação de células de E. coli DH5α foi realizada conforme procedimento descrito por 

Inoue et al (1990). Para tanto, a 50uL de células competentes foram adicionados 2 µL do 

sistema de ligação, nas seguintes condições: 1,7 volts, 25uF e 400Ω. 
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Em seguida, foram adicionados à suspensão de células 800 µL de meio SOC (2% 

bactotriptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, 0,5% de MgCl2, 0,5% de MgSO4, 

1% de dextrose), em seguida estas foram incubadas por 1 hora a 230 rpm e 37oC. Uma 

alíquota de 200µL desta suspensão foi plaqueada em meio LB-ágar contendo Zeocina 

(concentração final de 100µg/mL). Das colônias cresceram no meio seletivo, vinte foram 

selecionadas e cultivas em meio LB líquido contendo Zeocina (100µg/mL) para posterior 

extração de DNA plasmidial e confirmação da presença do inserto. O DNA plasmidial ligado 

ao inserto (6µg) foi extraído das bactérias e em seguida utilizado na transformação de células 

competentes de Pichia pastoris GS115. 

  

4.9.2. Transformação das células de Pichia pastoris  

 

O DNA plasmidial do clone pPIC 9 foi linearizado pela digestão com a enzima de 

restrição Pme I (4U) durante 16 horas a uma temperatura de 30ºC. O plasmídeo linearizado 

foi precipitado com 1V de etanol 100% e acetato de sódio 3M a -20ºC, após 16 horas de 

precipitação o DNA foi centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado ressuspendido em 20 microlitros de água milliQ, e posteriormente  

utilizado na transformação de células de P. pastoris 

No caso da transformação realizada com a construção 2, a linhagem de P. pastoris 

utilizada foi somente a GS115 (também realizada de acordo com as instruções do manual da 

Invitrogen). Às células competentes de P. pastoris GS115 (320µL) foram adicionados 6 µg do 

sistema de ligação. A eletroporação foi realizada nas seguintes condições: 2,5 volts, 25uF e 

400Ω. Os transformantes foram selecionados em meio seletivo MD (1.34% de YNB, 4 x 10-5 

% de biotina e 2% de glicose) na ausência de histidina. Como controle foi realizada a 

transformação com o plasmídeo sem o inserto. 

Dentre os clones crescidos em meio MD na ausência de histidina, 288 clones foram 

estocados a -80ºC em meio MD líquido contendo glicerol a 20%, e posteriormente utilizados 

para expressão em larga escala da enzima heteróloga. 

 

4.9.3. Análise da produção da lacase recombinante 

 

Foram selecionada 30 colônias e estas foram ultivadas em meio de indução sólido-MD 

(YNB 1,34%, biotina 4.x10-5%, metanol 0,5% e ágar 2%), sem a presença de histidina, 

contendo o substrato de lacase, AzBTS (0,2mM). 
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O crescimento foi acompanhado por 7 dias com a adição de metanol 1% a cada 24 

horas. Os clones capazes de oxidar o substrato puderam ser visualizados pela formação de um 

halo com coloração verde em torno da colônia produtora de lacase. 

 

4.10. Seqüenciamento do cDNA de lacase ligado ao pGEM-T 
 

Para obtenção da seqüência da construção elucidada no item 4.7., os clones 

selecionados foram seqüenciados utilizando os iniciadores SP6 e T7, separadamente, que são 

flanqueadores do vetor pGEM-T. O mesmo foi realizado em relação aos transformantes com 

o vetor de expressão pPICZα A (item 4.8.1.), desta vez com os iniciadores AOX-1 e α-factor, 

e ainda com os iniciadores PFE e PRX (Tabela 4.1.). 

Para tanto, foi utilizado o kit de seqüenciamento “Big Dye Terminator” da “Applied 

Biosystems”, utilizando o seqüenciador 377 também da “Applied Biosystems”, seguindo as 

instruções do fabricante (“Applied Biosystems”). 

 

4.11. Análises in silico 
 

4.11.1 Análise da seqüência do cDNA da lacase de P. sanguineus 

 

Realizado o seqüenciamento, a seqüência de nucleotídeos foi analisada utilizando-se o 

programa “Staden PreGap”, e em seguida foi verificado se a seqüência estava em fase. Esta 

mesma seqüência foi comparada com seqüências já depositadas em bancos de dados de livre 

acesso utilizando o programa online “BLAST nucleotide” disponível no servidor do “National 

Center for Biotechnology Information” (NCBI). Deste modo pôde-se aferir se a seqüência em 

questão de fato tratava-se de uma seqüência codificadora de lacase.  

A seqüência de aminoácidos da lacase foi predita a partir da seqüência completa do 

cDNA, utilizando-se o programa online "EMBOSS Transeq", disponível no servidor 

“EXPASY Proteomics Server”. Neste mesmo servidor, a massa molecular e o ponto 

isoelétrico da proteína foram preditos por meio do programa online “Compute pI/Mw tool”. 
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 4.11.2. Modelagem da estrutura molecular da enzima 

  

A seqüência predita da lacase foi comparada com seqüências de proteínas com 

estrutura tridimensional já resolvida e depositadas em bancos de dados do servidor "BioInfo 

Meta Server” (GINALSKI et al., 2003). Foram encontradas seqüências homólogas à da 

lacase, obtendo-se assim uma estrutura de alto "score" para se modelar a estrutura da lacase 

proveniente de P. sanguineus. Esta estrutura foi utilizada como molde da proteína predita, ou 

seja, uma seqüência com alto grau de homologia com a seqüência obtida. A estrutura molde 

de maior identidade foi obtida através do algoritmo computacional FFAS03 (JAROSZEWSKI 

et al., 2005). 

A partir do alinhamento das seqüências (lacase e molde), modelos contendo todos os 

átomos não-hidrogênios foram automaticamente calculados utilizando o programa Modeller 

9v6 (SALI & BLUNDELL, 1993). A modelagem “de novo” dos “loops” na estrutura protéica, 

bem como a melhoria dos modelos foram realizados com o auxílio dos programas Modeller 

9v6 e Swiss-PdbViewer 4.01 (GUEX e PEITSCH, 1997), utilizando-se protocolos de 

minimização de energia baseados em etapas descendentes de minimização. A validação dos 

modelos foi realizada pelo VADAR web server, versão 1.6 

(http://redpoll.pharmacy.ualberta.ca/vadar/) (WILLARD et al., 2003). O programa Pymol 

(DELANO, 2002) foi utilizado para a visualização e sobreposição dos modelos. 

 

5. Resultados e Discussão 
 

5.1. Amplificação do cDNA da lacase de P. sanguineus  
  

O RNA utilizado como molde para a obtenção do cDNA da lacase de P. sanguineus 

foi extraído de micélios cultivados por 24, 48, 60 e 72 horas em meio de indução MPL. 

Apenas para o tempo de 72 horas não foi observada a amplificação do cDNA com tamanho 

esperado de 1500 pb. Para os demais tempos foi amplificado o cDNA com tamanho esperado, 

no entanto a maior concentração foi obtida para a reação utilizando RNA poliA+ após 24 

horas do fungo em meio de cultura MPL acrescido do indutor 2,5-xilidina (Figura 5.1). Este 

tamanho de cDNA está de acordo com o tamanho do gene de lacase utilizado como molde 

para construção dos “primers” utilizados neste trabalho, bem como de genes de lacases de 

outros fungos da podridão branca (BLIECK et al., 2007) 
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Figura 5.1. Análise Eletroforética em gel de agarose das reações da RT-PCR. RNA poliA+ extraído do 

micélio de P. sanguineus cultivado por 24, 48, 60 e 72 horas em meio MPL; M (Marcador de massa 

molecular, 1kb “ladder”).A seta indica o tamanho do cDNA de 1500 pares de base, podendo ser visualizado 

em destaque no retângulo. 

 

5.2. Clonagem no vetor pGEM-T 
 

As colônias brancas, selecionados pelo crescimento em meio seletivo, foram utilizadas 

na análise do DNA plasmidial. A figura abaixo mostra o perfil da digestão do DNA 

plasmidial do clone pGLac1 com as enzimas de restrição XbaI e EcoRI. Nos poços de 

números 1 e 2 desta figura, são apresentados, respectivamente, os fragmentos de DNA do 

plasmídeo pGLac1 intacto e digerido. As setas indicam o fragmento de DNA correspondente 

ao vetor sem o inserto (cDNa da lacase-lcc), com 3.000 pares de bases, e o cDNA da lacase 

(inserto) com 1500 pares de base. Este clone (pGLac1) foi então selecionado para ser 

utilizado na obtenção do cDNA de interesse, e ligação ao vetor de expressão na levedura 

metilotrófica P. pastoris (pPICZαA).  
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Figura 5.2. Análise Eletroforética em gel de agarose. 1- Clone de bactéria transformada com o pGEM-T 

mais lcc, não digerido, 2- Clone de bactéria transformada com o pGEM-T mais o lcc, digerido com EcoRI e 

Xba I. M-marcador de massa molecular 1kb l”ladder”. A seta indica o tamanho do gene de 1500 pares de 

base. 

 

5.3. Construção 1 
 

5.3.1 Sub-clonagem do cDNA da lacase  P. sanguineus  

 

Após ligação do cDNA da lacase (lcc) ao vetor de expressão em P. pastoris foram 

selecionadas em meio seletivo dez colônias transformantes denominadas pPICZAα1 a 

pPICZAα10. Todos estes clones após digestão com a enzima de restrição PmeI e análise em 

gel de agarose 1% apresentaram o tamanho esperado em função da presença do cDNA lcc. 

A figura abaixo mostra o perfil da digestão do DNA plasmidial dos clones pPICZαA7 

a pPICZα10, com a enzima de restrição PmeI. Como controle estão apresentados os 

plasmídeos recombinantes intactos. Os poços 1, 3, 5 e 7 correspondem ao DNA plasmidial 

dos clones pPICZαA7 a pPICZα10 intactos, ou seja, na sua forma circular. Os poços 2, 4, 6 e 

8 correspondem às construções pPICZαA7 a pPICZα10 digeridos com PmeI e na sua forma 

linear (Tamanho estimado de 5.100 pares de bases-3600 pares de bases do vetor somados aos 

1500 pares de bases do lcc). Destes, a construção pPICZα10 foi selecionada para 

transformação de P. pastoris. 



54 
 

 

M    1     2     3    4     5     6     7    8    M       

pb
5000

1650

1000

200
100

 
Figura 5.3. Análise Eletroforética em gel de agarose; 1,3,5,7- clones pPICZα7 a 10 intactos; 2,4,6,8- clones 

pPICZα7 a 10 digeridos com a enzima de restrição Pme1. Caixa de texto ressaltando os vetores 

recombinantes na sua forma linear; M-Marcador de Massa Molecular, “1kb ladder”. 

 

 

5.3.2. PCR das colônias de Pichia pastoris 

 

Após a transformação de células de P. pastoris com a construção pPICZαA10 e 

seleção em meio seletivo, 300 colônias foram coletadas e estocadas a -80oC. Destas, 18 foram 

analisadas para verificar a presença do cDNA de interesse integrado no genoma das células de  

leveduras transformadas, utilizando-se PCR de colônia e os iniciadores internos do lcc, PFI e 

PRI). Na Figura 5.4. é apresentada a análise da reação de amplificação, em gel de agarose 1%. 

Dos 18 clones avaliados somente 3 não apresentaram o segmento de DNA de 704 

nucleotídeos, com o tamanho esperado utilizando-se os iniciadores internos PFI e PRI (poços 

3,6 e 9). Para todos os outros clones houve a confirmação da transformação. 
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Figura 5.4.  Análise Eletroforética em gel de agarose; (A) Poços de 1 a 8 e (B) 9 a 18 - PCR de colônia das 

leveduras de P. pastoris SMD 1168 transformadas. M- Marcador de massa molecular, 1kb ladder. (+) 

Controle positivo do gene de lacase de P. sanguineus; (-) Controle negativo, PCR com água ao invés de 

amostra. As regiões destacada com um retângulo nos géis A e B referem-se ao fragmento de DNA esperado 

de 704 nucleotídeos, referentes a região amplificada do gene de lacase, pelos iniciadores internos. 

 

Os 15 clones positivos provenientes da PCR de colônia foram posteriormente 

utilizados nos testes para verificação da expressão da lacase de interesse. Foram realizados 

experimentos em diferentes meios de indução, sólido e liquido, na presença ou ausência de 

íons cobre, e para os substratos o AzBTS e seringaldazina. No entanto, para nenhum dos 

clones foi detectada atividade da enzima recombinante. Otterbein et al. (2000), alcançou 

resultados positivos de expressão de lacase, utilizando o plasmídeo pPICZα B, e o gene de 

lacase do fungo Pycnoporus cinereus, que não foi o caso do presente trabalho. 

Foram avaliadas diferentes condições de indução, para a expressão da lacase 

recombiante, dentre elas a variação dos meios de cultura, com mudanças de pH e nutrientes. 

Com a ausência de expressão de lacase concluiu-se que o problema poderia estar relacionado 

à construção. Por isto, foram desenhados novos iniciadores para amplificação do lcc e 

expressão em P. pastoris, obtendo-se uma nova construção, denominada, a construção 2. 

 

5.4. Construção 2 
  

5.4.1. Preparo da Construção 2 

 

Para a obtenção da construção 2, foi realizada uma reação de PCR com os novos 

iniciadores com seqüências flanqueadoras contendo sítios de restrição das enzimas BamHI e 

NotI (PFB e PRBN), e o DNA plasmidial do vetor pPICZα10 como molde. Estes iniciadores 
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foram utilizados para que o inserto obtido tivesse extremidades coesivas com o vetor de 

expressão pPIC 9, já linearizado. O resultado desta reação, assim como a digestão do vetor 

para ligação com o cDNA lcc está mostrado na figura 5.5. No poço de número 1 é observado 

o fragmento de DNA referente ao produto desta PCR, com o tamanho esperado de 1500 pares 

de base.  Já nos poços 2 e 3 são mostrados o vetor pPIC 9 intacto e digerido com a enzima de 

restrição Not I, neste caso deve ser observado o fragmento indicado pela seta inferior à direita, 

que mostra o plasmídeo linearizado com seus 8.0 kb. 

 

 

                                                       1  M  2    3 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.5. Análise eletroforética em gel de agarose; 1- Produto da PCR, utilizando os iniciadores PFB e PRBN. 

2- pPIC 9 intacto. 3- pPIC 9 digerido com a enzima de restrição Not I. 

 

 

Após a digestão com a enzima Not I o vetor pPIC 9 foi digerido com BamH I, 

conforme apresentado na figura 5.6. O cDNA lcc também foi submetido a digestões com Not 

I e BamH I, como mostrado na figura 5.6. Nos poços 3 e 4 são apresentadas as digestões do 

lcc com as enzimas NotI e BamHI, respectivamente. Como esperado não houve alterações no 

perfil de corrida do lcc após as digestões, visto que as mesmas não alteram o tamanho do 

inserto. O mesmo foi observado para o vetor pPIC 9 que mesmo após a digestão com BamH I, 

este já digerido com Not I, não apresentaram alterações no perfis de separação em gel de 

agarose a 1%.  
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Figura 5.6. Análise Eletroforética em gel de agarose. 1-pPIC 9 digerido com Not I. 2-pPIC 9 digerido com 

BamH I após digestão com Not I. 3-lcc amplificado com os iniciadores PFB e PRBN; 4- lcc digerido com BamH 

I e Not I. 

 

 Os clones selecionados como positivos referentes à sub-clonagem da construção 2 

(pPIC9+lcc), foram confirmados em uma reação de PCR, utilizando os iniciadores “α factor” 

(“forward”) do vetor de expressão e PRBN do inserto (reverse). Na figura 5.7. é mostrado o 

resultado desta reação, dos 11 clones avaliados dois (clones 1 e 2) apresentaram segmento de 

DNA com tamanho esperado do cDNA lcc. O clone 1 foi escolhido para preparação de DNA 

plasmidial e transformação de células de P. pastoris. 

 

                                                       M  1    2   3   4    5   6   7   8   9   10 11 12 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.7. Análise eletroforética em gel de agarose. PCR dos clones provenientes da transformação de E. coli 

com a Contrução 2. 1 e 2- Fragmentos de DNA amplificados em PCR, por meio dos iniciadores “α factor” e o 

PRBN. 3-12 – Clones não amplificados por meio da PCR, sob mesmas condições, com exceção do clone 8 

porém este apresentou baixa intensidade em gel. 
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5.4.2. Transformação e seleção dos clones recombinates de Pichia pastoris 

 

 Os clones transformantes de P. pastoris foram selecionados pelo crescimento em meio 

MD na ausência de histidina. Esta seleção é possível, pois o vetor pPIC 9 possui a o gene, 

HIS4, que codifica a enzima histidinol-desidrogenase complementando as células hospedeiras 

auxotróficas his4. Foram selecionadas deste meio 206 colônias, que foram posteriormente 

transferidas para meio de cultura seletivo (MD) contendo metanol e o substrato para 

quantificação de atividade de lacase, AzBTS. Foi utilizada como controle negativo uma 

colônia de P. pastoris transformada com o vetor (pPIC9) sem o inserto (vazio). O crescimento 

foi acompanhado por 6 dias. No sexto dia puderam ser visualizados halos de cor verde ao 

redor das colônias, indicando a produção de lacase, que não foi observado na colônia controle 

(figura 5.8). Este teste foi repetido para confirmação desta atividade.  

 Das colônias avaliadas 35 apresentaram o halo de hidrólise do substrato e 5 não 

apresentaram halo de hidrólise. 

 Esta cor esverdeada é o resultado da atividade da lacase heteróloga sobre o substrato 

AzBTS, que também já foi relatado por Colao et al. (2006). Neste trabalho, células de P. 

pastoris foram transformadas com construções feitas com os vetores de expressão pHIL-D2 e 

com pPIC9 e um gene codificador de lacase, proveniente do fungo Trametes trogii. A 

secreção de lacase também foi detectada em meio indutor contendo metanol e o substrato 

AzBTS. Otterbein et al., 2008 encontrou atividade de lacase heteróloga e detectou a promeira 

vista também por meio de indução em meio sólido, estes autores esperavam encontrar uma 

lacase de aproximadamente 81kDa, porém eles encontram uma lacase de 110 kDa o que 

indica que pode ter havido hiperglicosilação da proteína recombiante. 

 

Figura 5.8. Placa contendo células de P. pastoris culivadas em meio de cultura seletivo (MD) contendo metanol 

e o substrato de lacase AzBTS. As setas indicam as colônias das leveduras transformadas com a construção 2, 

ressaltando a presença do halo de hidrólise de cor verde ao redor das colônias; (-) corresponde a colônia de P. 

pastoris transformada com o plasmídeo vazio, utilizada como controle negativo. 

(-) 
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O sistema de expressão em P. pastoris é utilizado para a expressão heteróloga de uma 

gama de proteínas (CEREGHINO et al., 2000). A expressão de genes recombinates sob o 

controle do promotor AOX 1, induzido por metanol, é uma forma eficiente de controlar a 

expressão de enzimas recombinantes em P. pastoris. Além disto, quando a levedura é crescida 

em meio com baixo concentração de carbono secreta uma quantidade muito pequena de 

proteínas nativas, o que se torna vantajoso para que se possa purificar a proteína heteróloga 

(CEREGHINO et al., 1999). Há um enorme número de estratégias para otimizar o nível de 

produção de uma proteína heteróloga em P. pastoris, como por exemplo, o controle de 

parâmetros ambientais tais como: temperatura pH, concentração do metanol, bem como o uso 

de linhagens deficientes na produção de proteases, o que previne a degradação proteolítica da 

proteína recombinante (COLAO et al., 2006). 

Foi relatado por Colao et al., 2006 que é possível aumentar a produtividade da lacase 

aumentando a quantidade de metanol adicionada no meio de crescimento. Neste trabalho, a 

enzima recombinante se tornou estável na presença do metanol e a atividade específica da 

enzima purificada aumentou, sendo que a amostra de lacase produzida por P. pastoris 

correspondeu a 17mg por litro. Além disto, a quantidade de lacase produzida pela levedura 

recombinante é maior que a obtida pelo próprio fungo (T. trogii), além disso a expressão 

nativa de lacase pelo fungo tem a desvantagem de poder haver a produção simultânea de 

outras proteínas nativas, o que dificulta a purificação da proteína de interesse (COLAO et al., 

2003).    

Já tem sido demonstrado que a descoloração de corantes pode ser realizada por meio 

de lacases, inclusive por meio do fungo P. sanguineus (POINTING e VRIJMOED, 2000). 

Lacase de P. coccineus teve um resultado promissor no tratamento do efluente oriundo da 

produção do óleo de oliva (JAOUANI et al., 2005). 

Assim, a produção em larga escala da lacase heteróloga deste trabalho é promissora 

visto que se pode testar as suas diversas aplicabilidades. 
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5.5. Análise in silico 
 

5.5.1. Análise da seqüência nucleotídica e protéica 

 

A proteína predita à partir da seqüência do cDNA, possui 502 aminoácidos, 3 

domínios conservados de cobre-oxidases (Figura 5.9.), massa molecular de 58,8 kDa e ponto 

isoelétrico de 5,7. Estes domínios de cobre-oxidase, são regiões conservadas da família das 

lacases, nestas regiões da proteína que se encontram os sítios de ligação aos íons cobre 

responsáveis por auxiliar a enzima no processo de catálise. 

 

 

 

 

Figura 5.9. Esquema ilustrativo dos domínios de cobre oxidase presentes na seqüência predita da lacase de P. 

sanguineus 

 

 Depois de realizado o seqüenciamento do cDNA codificante de lacase proveniente de 

P. sanguineus ligado ao plasmídeo pPICZα A, a seqüência obtida foi analisada utilizando o 

programa “Staden PreGap”, e em seguida aferido que a seqüência encontrava-se em fase, ou 

seja, apta a formar as trincas de aminoácidos para a posterior formação de lacase. Esta mesma 

seqüência foi submetida ao programa online “BLAST nucleotide” disponível no servidor do 

“National Center for Biotechnology Information” (NCBI). Deste modo constatou-se que 

seqüência em questão de fato tratava-se de uma seqüência codificadora de lacase.  

 A seqüência nucleotídica da lacase de P. sanguineus quando comparada com 

seqüências de outras lacases depositadas no banco de dados do NCBI, apresentou identidade 

de 97% com as lacases de P. sanguineus e P. cinnabarinus e de 79% com uma lacase de 

Trametes sp. Mikolasch et al., 2009 obteve a seqüência do gene de lacase do fungo 

filamentoso Pleorotus spp., e esta foi submetida ao programa de computador TBLASTX o 

que revelou 4 diferentes seqüências dos fungos Pleorotus eryngii e P. ferulae. Mozhaev et al., 

1998, comparou a seqüência de aminoácidos de uma lacase de Pycnoporus cinnabarinus com 

outras seqüências depositadas em bancos de dados e observou que esta possui 84% de 

similaridade com a seqüência de lacase de Coriolus hirsutus e 83% com uma lacase de 

Trametes villosa. Estes dados indicam a conservação das seqüências de lacases produzidas 
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por fungos da podridão branca, tais como Pleorotus sp., Coriolus hirsutus, Coprinus cinereu, 

Trametes sp. e o próprio gênero Pycnoporus.  

 

5.5.2. Modelagem molecular 

 

A seqüência de lacase homóloga à de P. sanguineus, encontrada por meio do servidor 

"BioInfo Meta Server”, foi utilizada para a modelagem da lacase estudada. O molde utilizado 

foi a seqüência de uma lacase do fungo Coprinus cinereus, a qual foi também modelada por 

Ducros et al. (2001). 

A seqüência proveniente de C. cinereus (DUCROS et al., 2001), dentre as encontradas 

foi a de maior homologia quando comparada com seqüência de lacase de P. sanguineus, e por 

meio dela foi realizada a modelagem da estrutura molecular terciária da enzima. 

 
57.0% de identidade 

 
Ps-Lacase,      9 MTLTNANVSPDGFTRAGILVNGVH-GPLIRGGKNDNFELNVVNDLDNPTMLRPTSIHWHG 
Template,      11 LVISDAVVNPDGTPRAAVVVNGAFPGPLISGKKGDHFQLNVINKLTNHTMLKTTSIHWHG 
                      * * ***  **   ***   **** * * * * *** * * * ***  ******* 
 
Ps-Lacase,     68 LFQRGTNWADGADGVNQCPISPGHAFLYKFTPAGHAGTFWYHSHFGTQYCDGLRGPMVIY 
Template,      71 LFQEHTNWADGPAFVNQCPIASGHSFLYDFHVPDQAGTYWYHSHLSTQYCDGLRGPLVVY 
                 ***  ******   ******  ** *** *     *** *****  ********** * * 
 
Ps-Lacase,    128 DDNDPHAALYDEDDENTIITLADWYHIPAPSIQQ----PDATLINGKGRYVGGPAAELSI 
Template,     131 DPHDPQAHLYDVDNDDTVITLADWYHVAAKLGPQFPRGANSTLINGLGRAATDSTSDLSV 
                 *  ** * *** *   * ********  *    *       ***** **        **  
 
Ps-Lacase,    184 VNVEQGKKYRMRLISLSCDPNWQFSIDGHELTIIEVDGELTEPHTVDRLQIFTGQRYSFV 
Template,     191 ITVEHGKRYRFRLVSISCDPNHTFSIDGHNMTIIEVEGVNSKPLTVDSIQTFAAQRYSFV 
                   ** ** ** ** * *****  ******  ***** *    * ***  * *  ****** 
 
Ps-Lacase,    244 LDANQPVDNYWIRAQPNKGRNGLAGTFANGVNSAILRYAGAANADPTTSANPNPA-QLNE 
Template,     251 LNANQPVDNYWIRANPSGGTVG----FEGGINSAILRYKGAPDAEPTNTTAPTSVIPLVE 
                 * ************ *  *  *    *  * ******* **  * **    *     * * 
 
Ps-Lacase,    303 ADLHALIDPAAPGIPTPGAADVNLRFQLGFSGGRFTINGTAYESPSVPTLLQIMSGAQSA 
Template,     307 TNLHPLKPMQVPGRSGVGNVDYAKTLNFNFNGTNFFINNATFTPPTVPVLLQILSGARNA 
                   ** *     **    *  *        * *  * **      * ** **** ***  * 
 
Ps-Lacase,    363 NDLLPAGSVYELPRNQVVELVVPAGVL--GGPHPFHLHGHAFSVVRSAGSSTYNFVNPVK 
Template,     367 QDLLPAGSVYTLPPHSAIEITMPATTLAPGSPHPFHLHGHVFAVVRSAGSTEYNYHDPIF 
                  ********* **     *   **  *  * ********* * *******  **   *   
 
Ps-Lacase,    421 RDVVSLGVTGDEVTIRFVTDNPGPWFFHCHIEFHLMNGLAIVFAEDMANTVDANNPPVEW 
Template,     427 RDVVSTGQPGDSVTIRFMTDNPGPWFLHCHIDFHLEAGFAIVFAEDVNEIKYANPVPPSW 
                 ***** *  ** ***** ******** **** ***  * *******      **  *  * 
 
Ps-Lacase,    481 AQLCEIYDDLP 
Template,     487 SELCPIYDKLP 
                   ** *** ** 

Figura 5.10. Alinhamento da seqüência de aminoácidos da lacase predita com a seqüência de aminoácidos 

utilizada como molde para obter a estrutura tridimensional; 57% de identidade entre as duas seqüências. 

 
Na Figura 5.10. é apresentado o alinhamento da seqüência de aminoácidos da lacase 

predita neste trabalho, com a seqüência da lacase do fungo C.cinereus, a qual foi utilizada 

para modelar a estrutura terciária da lacase deste trabalho. É possível observar neste 
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alinhamento entre as seqüências em questão há uma porcentagem de identidade de 57%. No 

caso da análise realizada por Liu et al., 2003, foi encontrado um valor de 67% de identidade 

entre as seqüências de Fome lignosus  e Trametes villosa, além de ter 66% de identidade com 

o fungo T. versicolor, 63% com o Lentinula edodes, 53% com o Pycnoporus cinabarinus e 

30% com o Coriolus versicolor. Sendo que a lacase estudada por estes autores também é uma 

lacase heteróloga com características cinéticas alteradas como pH ideal, temperatura ideal, 

níveis de glicosilação em relação a lacase nativa do fungo, que neste caso tratava-se do F. 

lignosus. 

Como resultado da modelagem foi obtida uma estrutura terciária globular contendo 

cerca de 7,5% de alfa-hélices, 16% de folhas beta e o restante de beta “turns”, conforme 

apresentado na Figura 5.11. 

 

 
Figura 5.11. Modelo da estrutura tridimensional da lacase de P. sanguineus. Em azul são representadas as folhas 

beta e em vermelho as alfa-hélices e em cinza os beta-turns. No sítio ativo, em verde, são representados os anéis 

de histidina responsáveis pela ligação aos íons cobre (em amarelo) e críticos no mecanismo de catálise destas 

enzimas.  

 

Os resíduos de histidina que coordenam os átomos de cobre no sítio ativo da lacase 

modelada neste trabalho são os seguintes: His-69, His-112, His-114, His-399, His-402, His-

404, His-454 e His-460; além dos resíduos de histidina, há também no sítio ativo a presença 
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de uma cisteína, a Cis-455, que também participa na coordenação dos íons de Cobre. De 

acordo com os dados fornecidos pela modelagem, há no sítio ativo da lacase estudada, 3 íons 

de cobre, sendo que o Cu-1 é coordenado pelos resíduos His-399, Cis-455 e His-46; o Cu-2 é 

coordenado por His-114, His-402, His454 e Cis-455; o Cu-3 por His-69, His-112 e His-456. 

Neste trabalho, por meio da modelagem foram encontrados 9 aminoácidos (8 

Histidinas e 1 Cisteína) que participam do sítio ativo e que coordenam os átomos de cobre 

presentes ali, no caso do trabalho realizado por Ducros et al. (2000), foram encontradas 10 

histidinas e uma cisteína as quais são requeridas para coordenar os átomos de cobre no sítio 

ativo das lacases. 

O sítio ativo das lacase é a região mais conservada desta enzima, portanto trata-se de 

uma região de grande importância para a atividade específica da enzima, como por exemplo a 

oxidação de componentes fenólicos. No caso da lacase estudada por Ducros et al., 1998, o 

resíduo envolvido na coordenação dos átomos de cobre tipo 1 está localizado a jusante dos 

resíduos de Cisteína, e dentre estes podem ser: Leucina, Metionina ou Fenilalanina. A 

presença de Fenilalanina nesta porção aumenta o potencial redox das lacases. Entretanto, por 

meio de análises da estrutura tridimensional da estrutura da lacase (DUCROS et al. 1998), 

juntamente com estudos cinéticos e mutagênese sítio direcionada, aferiu-se que a lacase 

heteróloga possui no sítio ativo, adjacente à histidina conservada, os aminoácidos Leu–Glu–

Ala, com alto potencial redox e aquelas que possuem os aminoácidos Val–Ser–Gly possuem 

baixo potencial redox (XU et al. 1998). 

Dentre os modelos de lacase encontrados na literatura, a maior parte são de lacases 

provenientes de fungos, sendo a maioria deles pertencentes ao grupo de fungos da podridão 

branca. Porém, foi realizado por Cereghino et al., 2000, a modelagem de uma estrutura 

tridimensional de lacase proveniente de bactérias anaeróbias nativas do rúmen de bovinos, e 

foi descrito que esta lacase bacteriana, também possui resíduos de histidina e cisteína que 

coordenam os íons de cobre no sítio ativo, auxiliando a enzima no processo de catálise. Este 

fato comprova o quão é conservada a região do sítio ativo das lacases, pois mesmo tratando-se 

se uma lacase de um organismo de um Reino diferente (Monera e Fungi) há uma forte 

semelhança entre as proteínas, revela ainda a importância desta região para a efetiva ação da 

enzima sobre o substrato. 

6. Conclusão 
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• Foi gerado um cDNA de 1500 pares de bases extraído do fungo Pycnoporus 

sanguineus; 

• O cDNA obtido foi clonado em um vetor de clonagem, o pGEM-T, e a apartir desta 

clonagem foi realizado um seqüenciamento, e após análise deste seqüenciamento 

aferiu-se que de fato tratava-se de um gene de lacase; 

• Foi realizada a construção 1, utilizando o plasmídeo pPICZα A, onde esta foi utilizada 

para clonagem em P. pastoris e a partir desta clonagem obteve-se 15 clones positivos 

detectados por meio de PCR de colônia; 

•  A construção 1, utilizada neste trabalho, não foi eficiente para a expressão da lacase 

heteróloga; 

• Foi realizado um seqüenciamento utilizando a construção 1, e obteve-se a seqüência 

completa do gene de lacase, que possui 97% de homologia com genes de lacase do 

banco de dados; 

• A construção 2, onde o pPIC 9 foi o vetor de expressão foi eficiente no processo de 

expressão da lacase heteróloga, pois puderam ser visualizados os halos de hidrólise do 

AzBTS em meio de cultura sólido  

• A estrutura da lacase modelada tem estrutura globular com um sítio ativo contendo 

íons de cobre coordenados por resíduos de histidina e de cisteína. 

 

7. Perspectivas 
 

 Neste trabalho foi realizada a expressão heteróloga de uma lacase de P. sanguineus, no 

entanto a sua atividade só foi detectada em um teste inicial para seleção de clones 

recombinantes secretores da enzima na sua forma nativa, e em meio sólido. Em um segundo 

momento, estes clones serão utilizados na produção da lacase em meio de cultura líquida para 

determinação da cinética de produção da enzima, e a detecção de sua atividade no 

sobrenadante da cultura.  

Além disto, a lacase será caracterizada quanto ao efeito do pH, temperatura e íons na 

velocidade da reação enzimática. Para tanto será utilizado o sobrenadante da cultura e estes 

parâmetros serão comparados com os obtidos para a enzima purificada. Serão determinados 

também os parâmetros cinéticos da enzima recombinante, que serão comparados aos 

determinados para as lacases de P. sanguineus selvagens. 
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 A lacase heteróloga também será caracterizada quanto ao seu potencial de aplicação 

industrial. Sendo utilizada na biorremediação de corantes industriais têxteis e farmacêuticos, 

de outros compostos fenólicos produzidos como rejeitos em diferentes processos industriais, 

bem como no pré-tratamento de bagaço de cana de açúcar para delignificação da fibra de 

celulose, a ser utilizada na produção de bioetanol.  
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