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RESUMO 

As lacases pertencem ao grupo das multicobre oxidases e o interesse 

biotecnológico por essas enzimas se deve ao fato delas catalisarem reações envolvendo 

diferentes compostos fenólicos e amínicos. A utilização diversificada dessas enzimas na 

indústria estimula a busca por lacases capazes de se adaptar aos diferentes processos 

industriais visando encontrar a relação de ótimo custo-benefício. O basidiomiceto de 

origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, já demonstrou capacidade de secretar 

quantidades significativas de lacase sob condições otimizadas (salinas) para produção da 

enzima. As lacases desse organismo podem apresentar características diferenciadas 

devido a origem marinha do basidiomiceto. Nesse sentido, o presente trabalho teve como 

objetivo a obtenção das sequências de lacase do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 

através da análise do transcriptoma, afim de realizar a caracterização in silico dessas 

sequências, análises filogenéticas, clonagem e expressão heteróloga. Foram obtidas 13 

isoformas de lacase correspondente a 8 genes putativos para a enzima, das 13 isoformas, 

11 foram referentes a lacases extracelulares e 2 intracelulares. Todas as isoformas 

apresentaram-se ricas em conteúdo GC (> 52 %) sendo os aminoácidos Valina, Leucina, 

Serina, Ácido aspártico e Treonina os mais representativos na composição polipeptídica. 

A massa das lacases variou entre 53,5 e 64,6 kDa. Nove isoformas apresentaram o 

aminoácido Leucina e 4 isoformas apresentaram o aminoácido Fenilalanina na posição 

variável ligado ao cobre tipo 1 que possui atividade regulatória sobre a enzima. Nenhuma 

das isoformas apresentou similaridade maior a 57% em relação à outras sequências de 

lacases depositadas no NCBI e, portanto, demonstraram ser potencialmente diferentes das 

lacases originárias de outros basidiomicetos marinhos e terrestres. A clonagem de um 

fragmento codificante de lacase do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 possibilitou a 

montagem de sistemas de expressão baseado em 3 linhagens diferentes de Escherichia 

coli. Os resultados de expressão da enzima recombinante não foram conclusivos, 

contudo, o presente trabalho traz contribuições significativas ao estudo das lacases 

produzidas pelo fungo basidiomiceto de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, 

demonstrando a capacidade desse organismo de produzir diferentes lacases com potencial 

para aplicação biotecnológica. 
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ABSTRACT 

Laccases belong to the group of multicobre oxidases and the biotechnological 

interest in these enzymes is due to the fact that they catalyze reactions involving different 

phenolic and amine compounds. The diverse use of these enzymes in the industry 

stimulates the search for laccases able to adapt to different industrial processes seeking to 

find the optimum cost-benefit ratio. The marine-derived basidiomycete Peniophora sp. 

CBMAI 1063, has demonstrated ability to secrete significant amounts of laccase under 

optimized conditions (salt) for the enzyme production. Laccases from this organism could 

present different characteristics due to its marine origin. The present study aimed to obtain 

the laccase sequences from the fungus Peniophora sp. CBMAI 1063 by transcriptome 

analysis in order to perform characterization of these sequences in silico, phylogenetic 

analysis, cloning and heterologous expression. A total of 13 laccase isoforms were 

obtained corresponding to eight putative genes for the enzyme. Among the 13 isoforms, 

eleven were related to extracellular laccases and two to intracellular. All isoforms showed 

abundance in GC content (> 52 %) with the amino acid Valine, Leucine, Serine, 

Threonine Aspartic Acid as the most representative in the polypeptide composition. The 

mass of laccases varied between 53.5 and 64.6 kDa. Nine isoforms showed the amino 

acid Leucine and four isoforms showed the amino acid Phenylalanine in the variable 

position on the copper type 1 which has regulatory activity on the enzyme. None of the 

isoforms showed a similarity over to 57% compared to other laccases sequences deposited 

in the NCBI and therefore shown to be potentially different from laccases from other 

marine and terrestrial basidiomycetes. The cloning of a DNA fragment that encodes 

laccase from Peniophora sp. 1063 CBMAI allowed the assembly of expression systems 

based on three different strains of Escherichia coli. The results of recombinant enzyme 

expression were inconclusive. However, this study brings significant contributions to the 

study of laccases produced by the marine-derived basidiomycete Peniophora sp. CBMAI 

1063, demonstrating the ability of this organism to produce different laccases with 

potential for biotechnological application. 
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1. INTRODUÇÃO

As lacases (Benzenediol: oxigênio oxi-redutase) [EC 1.10.3.2], são enzimas de 

estrutura glicoproteica amplamente distribuídas na natureza. Tendo sido relatada sua 

presença em plantas, bactérias, insetos, mas principalmente em fungos, e expressamente 

nos denominados fungos de decomposição branca (RIVERA-HOYOS et al., 2013). Essas 

enzimas estão relacionadas a diferentes funções fisiológicas nos grupos de organismos 

onde podem ser encontradas, como por exemplo, na formação de estruturas de resistência 

bacteriana, no caso de esporos do gênero Bacillus (ENGUITA et al., 2003); no 

metabolismo da lignina em plantas; no enrijecimento da cutícula em insetos, e na 

deslignificação promovida por fungos da decomposição branca (MAYER; STAPLES, 

2002). 

Capazes de catalisar reações envolvendo um vasto número de compostos fenólicos 

e amínicos (alifáticos e aromáticos), as lacases promovem a oxidação do substrato, 

utilizando o oxigênio molecular como aceptor final de elétrons, reduzindo-o a água ao 

final do processo (CLAUS, 2004). Essas características fizeram das lacases, um alvo de 

intensa investigação biotecnológica pela chamada “Química Verde” (RIVA, 2006), essa 

área da química busca a obtenção de produtos e/ou processos que minimizem a produção 

de resíduos e reduzam o impacto ambiental causado pela utilização de substâncias 

químicas na indústria (LENARDÃO et al., 2003). 

Como reflexo do seu potencial, estas enzimas tem sido amplamente utilizadas na 

indústria (KUNAMNENI et al., 2008), mais comumente na indústria de papel e celulose 

para o tratamento de polpa Kraft (KIRK et al. 2002) e na indústria têxtil para a 

biorremediação de corantes (RODRIGUEZ COUTO; TOCA HERRERA, 2006; 

BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Apesar das lacases não serem reconhecidas como 

GRAS (Generally Recognized as Safe), essas enzimas já foram relatadas para utilização 

na indústria alimentícia, em processos de clarificação de bebidas e retirada de compostos 

fenólicos que possam provocar sabor indesejado (OSMA et al. 2010). 

Diferentes aplicações demandam enzimas com características específicas que se 

adequem a cada situação e finalidade (NOVOZYMES, 2013). A busca por enzimas com 

características singulares estimula a prospecção de micro-organismos capazes de produzir 

tais enzimas almejando um ótimo custo-benefício. Nesse sentido, justifica-se o interesse 

por micro-organismos derivados de  diferentes  ambientes, bem como  a  utilização     da 
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engenharia genética e mutação sítio dirigida visando suprir as necessidades de demanda 

de mercado (KIRK et al., 2002; JONES; PANG, 2012). 

A exploração da biotecnologia marinha, através da prospecção de micro- 

organismos derivados desse ambiente, mostra-se promissora (BONUGLI-SANTOS et 

al., 2015). Segundo os autores dessa revisão, enzimas produzidas por micro-organismos 

de origem marinha, demonstram características distintas daquelas produzidas por 

correlatos terrestres, devido a condições intrínsecas ao ambiente, como: salinidade, 

pressão, temperatura e luminosidade. 

Como resultado dos trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa coordenado pela 

Profa. Dra. Lara Durães Sette, o fungo basidiomiceto derivado de ambiente marinho 

Peniophora sp. CBMAI 1063, foi isolado da esponja Amphimedon viridis (coletado na 

cidade de São Sebastião na costa norte do estado de São Paulo, Brasil, MENEZES et al., 

2010), e demostrou a habilidade de produzir lacase sob condições salinas e não salinas 

(BONUGLI-SANTOS et al., 2010). 

A condição salina relacionada ao cultivo do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 

refere-se à presença de água do mar preparada artificialmente (Artificial Sea Water - 

ASW). Mas, tendo em vista que o preparo de ASW envolve ao menos nove sais sob 

diferentes concentrações, e que o pico de produção da enzima se dá após cinco dias de 

cultivo, a obtenção de lacases recombinantes seria uma forma eficiente de tornar a 

produção independente dessa condição, bem como possibilitar a obtenção de lacases em 

menor tempo de cultivo e com características diferenciadas que favoreçam, por exemplo, 

sua purificação, ou que tenham expressão controlada por ação de um forte regulador 

gênico. 

O primeiro micro-organismo utilizado como hospedeiro para produção industrial 

de proteína recombinante foi a bactéria Escherichia coli em 1977, e desde então 

permanece como o sistema procarioto para expressão heteróloga de proteínas mais 

utilizado (RAI; PADH, 2001). Considerando que essa bactéria foi amplamente estudada, 

hoje existem diferentes linhagens disponíveis para serem utilizadas na expressão 

heteróloga, cada uma apresentando características singulares e permitindo a adequação 

do sistema a diferentes condições e necessidades (CHEN, 2012). 

Estudos de estrutura, caracterização e atividade enzimática de lacases bacterianas 

já foram realizadas utilizando E. coli como hospedeiro (BENTO et al., 2005;  BRISSOS 
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et al., 2009). Lacases fúngicas também já foram expressas utilizando esse mesmo sistema. 

Salony et al. (2008), em trabalho pioneiro expressaram uma lacase do basidiomiceto 

Cyathus bulleri, com relativo sucesso. Contudo devido a problemas na sequência clonada 

a enzima recombinante apresentou aminoácidos adicionais e massa diferente da lacase 

nativa. 

O amplo conhecimento sobre o sistema de expressão, associado à facilidade de 

manipulação, e a possibilidade de otimização da produção de lacases recombinantes, 

reduzindo tempo e os custos, incentivam a utilização da bactéria Escherichia coli, para a 

expressão dessas enzimas (KHOW; SUNTRARACHUN, 2012). Contudo, a obtenção de 

lacases fúngicas expressas nesse sistema, e que ainda mantenham boa atividade 

enzimática, permanece como uma barreira que necessita ser superada. 

É vasto o número de trabalhos com clonagem e expressão heteróloga de lacases 

utilizando primers inespecíficos, desenhados a partir da análise de diferentes sequências 

dessa enzima. Esses primers baseiam-se em 4 regiões conservadas presentes no sítio ativo 

das lacases e que estão diretamente relacionadas aos íons de cobre presentes nessa enzima 

(ENGUITA et al., 2003; CLAUS, 2004; RIVERA-HOYOS et al., 2013). 

Contudo, a utilização de primers inespecíficos para clonagem e expressão 

heteróloga podem resultar em proteínas recombinantes que não correspondem àquelas 

esperadas (ver SALONY et al., 2008). Nesse sentido, o emprego de novas tecnologias, 

como o sequenciamento de genomas e transcriptomas possibilitam a obtenção de genes e 

transcritos de um organismo fornecendo sequências completas que podem ser utilizadas 

para exploração biotecnológica (MOREIRA, 2013). 

Biblioteca de transcritos, ou transcriptoma, representam uma grande fonte de 

informações a respeito de um organismo, permitindo reconhecer por exemplo, quais 

genes estão sendo ativamente expressos num dado momento (RODOVALHO, 2011). A 

análise dessas bibliotecas possibilita ainda, a elucidação de processos biológicos de um 

organismo; relativos ao conteúdo gênico, aos níveis de expressão sob uma determinada 

condição de cultivo, e a análise diferencial de expressão gênica (SURGET-GROBA; 

MONTOYA-BURGOS, 2010; WANG et al., 2015). 

Atualmente, com o advento dos sequenciamentos de nova geração (NGS), e 

aprimoramento da bioinformática, com o desenvolvimento de novos softwares 

(MANFRED et al, 2013), tornou-se possível a montagem de bibliotecas de transcritos 



4 

sem a necessidade de um genoma como referência (técnica chamada de de Novo 

assembly) (SURGET-GROBA; MONTOYA-BURGOS, 2010; LI et al., 2014). Essa nova 

técnica tem expandido a possibilidade de análise dessas bibliotecas para organismos 

menos estudados ou recém descobertos (SURGET-GROBA; MONTOYA-BURGOS, 

2010). 

O presente trabalho teve como objetivo a análise do transcriptoma do fungo de 

origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, visando fornecer informações a respeito 

da expressão gênica desse organismo sob condição otimizada para produção de lacase, 

bem como identificar e caracterizar os transcritos desta enzima para ao final, realizar a 

clonagem e expressão heteróloga de uma lacase recombinante em Escherichia coli. 
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6. CONCLUSÕES 

 
O presente trabalho traz contribuições significativas ao estudo das lacases 

produzidas pelo fungo basidiomiceto de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063. 

A montagem da biblioteca de transcritos, utilizando o método de Novo Assembly 

e anotação do transcriptoma utilizando o software Blast2GO, foi útil para obtenção das 

sequências de lacase, permitindo uma visão geral da expressão gênica do fungo 

Peniophora sp. CBMAI 1063, quando cultivado em condições otimizadas para produção 

de lacase. 

O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 expressa pelo menos 10 lacases diferentes 

sob condições otimizadas para produção dessa enzima. 

As sequências de lacases analisadas codificam enzimas com composição 

peptídica, tamanho e atividade enzimática diferentes. 

A bactéria E. coli DH10B foi eficiente para clonagem da lacase recombinante do 

fungo Peniophora sp. CBMAI 1063. 

Novos ensaios precisam ser realizados afim de determinar se os sistemas 

construídos, e baseados no vetor pLac2a e nas linhagens E. coli DH10B, BL21(DE3) e 

Rosetta, são capazes de expressar a lacase recombinante do fungo Peniophora sp. 

CBMAI 1063. 

 

 

. 
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