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RESUMO 

 

O crescente interesse pelas enzimas fúngicas vem em função da sua potencialidade 

para uso industrial, bem como na pesquisa biotecnológica. Neste contexto, a enzima lacase 

(EC 1.10.3.2) destaca-se pelo seu potencial uso em diversas aplicabilidades industriais. 

Assim, o objetivo dessa pesquisa foi caracterizar a enzima lacase produzida pelo fungo 

amazônico Trametes cubensis. A cepa de T. cubensis foi coletada na Floresta Nacional de 

Tefé (FLONA) e determinada a atividade enzimática a partir da fermentação submersa e 

semi-sólida. Como substrato testou-se serragem da madeira de Simarouba amara e bagaço-

de-cana de açúcar. Como indutores utilizou-se sulfato de cobre, ABTS  e meio mineral. A 

lacase foi purificada por meio de cromotografia de troca iônica e caracterizada quanto à 

massa (SDS-PAGE e zimograma) e determinados os parâmetros cinéticos Km e Vmax. A 

atividade de lacase mais expressiva ocorreu no meio com substrato de Simarouba amara 

(marupá) com 184 U/mL. O rendimento foi de 40% e fator de purificação de 1,5, com Vmax 

e Km de 33,33 µmol.L-1 6,66 mM, respectivamente. A lacase proveniente de Trametes 

cubensis apresenta massa molecular aparente de, aproximadamente, 40 kDa. Nesse sentido, 

a partir do cultivo de Trametes cubensis é possível obter lacases, contudo, estudos ainda 

são necessários no que se refere ao uso de diferentes indutores, visando uma 

potencialização dessa atividade.  

 

Palavras-chave: Proteínas fúngicas; prospecção de biomoléculas, cogumelos. 

 



 

ABSTRACT  

 

The following interest in fungal enzymes comes about their potential for industrial use, as 

well as biotechnological research. In this context, the enzyme laccase (EC 1.10.3.2) stand 

out by its potential use in several industrial applications. Thus, the main goal of this 

research was to characterize the laccase enzyme produced by the Amazonian fungus 

Trametes cubensis. The T. cubensis strain was collected in Tefé National Forest (FLONA) 

and the enzymatic activity was determined from the submerged and semi-solid 

fermentation. As substrate, sawdust of the wood of Simarouba amara and sugarcane 

bagasse was tested. As inductors, copper sulfate, “ABTS” and mineral medium were used. 

The laccase was purified by means of ion exchange chromotography and characterized by 

mass (SDS-PAGE and zymogram) and determined kinetic parameters Km and Vmax. The 

most expressive laccase activity occurred in the medium with substrate of Simarouba 

amara (marupá) with 184 U / mL. The yield was 40% and purification factor of 1.5, with 

Vmax and Km of 33.33 μmol.L-1 6.66 mM, respectively. The becoming laccase from 

Trametes cubensis has an apparent molecular mass of approximately 40 kDa. In this way, 

from the cultivation of Trametes cubensis, it is possible to obtain laccases, however, the 

study is still necessary in reference the use of different inductors, looking for a 

potentialization of this activity.  

 

 

Key words: Fungal proteins; Biomolecules prospecting, mushrooms 
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1. INTRODUÇÃO 

O avanço mundial no mercado das enzimas deve-se ao desenvolvimento de 

tecnologias enzimáticas e à uma série de bioprocessos industriais e ambientais. Ao passo que 

a preferência pelo uso de enzimas em processos industriais está relacionado à função, 

especificidade e natureza proteica (BON et al., 2008). 

A necessidade de uma produção industrial que cause pouco ou nenhum dano 

ambiental e que ainda mantenha as características de lucratividade é um desafio que promete 

impulsionar o mercado e a sociedade, de modo geral, e particularmente o mercado mundial de 

enzimas (DO VALLE, 2012). 

Muitas aplicações enzimáticas estão disponíveis no mercado em diferentes graus de 

pureza. Essas enzimas apresentam as mais variadas finalidades e apresentam aplicação nos 

mais diversos setores da indústria como, por exemplo, alimentícias, têxteis, fármacos, 

clarificação de sucos e mais recentemente, na biorremediação de compostos recalcitrantes.  

No Brasil, o avanço da tecnologia enzimática é favorecido pela biodiversidade e 

variedade de matérias-primas renováveis. A maior biodiversidade do mundo concentra-se na 

região Amazônica e estudos da diversidade biotecnológica com ênfase nos fungos 

basidiomicetos com potencial biotecnológico enzimático tem despertado o interesse de 

pesquisadores (ANDRADE, 2011). 

  Os micro-organismos são notavelmente uma excelente alternativa na produção de 

enzimas de interesse industrial isso em função da grande biodiversidade existente destes 

organismos, permitindo, assim, a obtenção de enzimas com características diversas e com 

aplicabilidades variadas, podendo ainda ser aplicadas nas mais distintas condições físico-

químicas, permitindo que cada bioprocesso possa ter um tipo de enzima que melhor se adapte 

a ele (STOLP, 1988; MADIGAN et al., 2004). 

As enzimas são fundamentais para qualquer processo bioquímico. Atuando em 

sequências organizadas, catalisando centenas de reações sucessivas pelas quais moléculas são 

degradadas. A energia química é mantida e transformada, sendo as macromoléculas 

sintetizadas a partir de moléculas simples. Exceto um pequeno grupo de moléculas de RNA 

que possuem propriedades catalíticas (ribozimas), todas as enzimas são proteínas, e sua 

atividade catalítica depende da integridade da sua conformação proteica nativa (NELSON; 

COX, 2006). 

A grande variedade de substratos que a lacase é capaz de hidrolisar é uma 

característica extremamente interessante, que direciona o seu emprego, principalmente, na 
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biorremediação de compostos recalcitrantes convertendo-os em estruturas menores sendo, 

portanto, mais fáceis de serem absorvidos pelo solo. Temos aplicações da enzima para: 

efluentes de indústrias farmacêuticas, na indústria alimentícia, indústria de celulose e papel, 

indústria têxtil. (MACIEL; CASTRO E SILVA; RIBEIRO, 2010). 

A maioria das lacases estudadas são proteínas extracelulares monoméricas 

glicosiladas, havendo também referências a homodímeros. As lacases também podem ser 

intracelulares, diméricas ou tetraméricas (MINUSSI et al., 2002; RIVA, 2006; HILDÉN et al., 

2009). 

A Fermentação Semi-Sólida (FSS) utiliza-se de substratos insolúveis ou não em água 

com teor de umidade suficiente para garantir o crescimento e o metabolismo do micro-

organismo (DURAND et al., 1988; SCHMIDELL, et al., 2011).  

Pesquisas têm evidenciado que a produção enzimática por Fermentação Semi-Sólida 

(FSS) apresentam bons níveis de atividade e propriedades funcionais adequadas às aplicações 

industriais quando comparada com a Fermentação Submersa (FSm), além das enzimas 

apresentarem boas propriedades de estabilidade do pH e temperatura (BIANCHI et. al., 2001; 

PALMA, 2003). Por outro lado, pesquisas tem mostrado que os fungos apresentam respostas 

diferenciadas para as mesmas classes de enzimas quando cultivadas em diferentes sistemas de 

fermentação (SUPRABHA et. al., 2008; BISWAS et. al., 1990).    

O substrato exerce influência significativa na produção e atividade enzimática. O 

bagaço de cana de açúcar e o farelo de trigo são os substratos mais utilizados na fermentação, 

pelo baixo custo e por apresentarem resultados satisfatórios na produção de enzimas 

(SCHMIDELL et al., 2001).  

A recuperação e purificação, também conhecida como “downstream processing”, é 

uma etapa complexa e de alto custo. O processo de purificação de proteína é iniciado em 

etapas iniciais de separação e precipitação de proteínas com uso de sais (salting-out) e 

solventes orgânicos que diminuem a solubilidade e reduzem a capacidade de solvatação da 

água promovendo agregação e precipitação das proteínas (WATANABE, 2004).  

Neste mister é preciso incrementar pesquisas no que se refere à produção, atividade e 

caracterização destas enzimas de interesse industrial, principalmente a lacase, enzima que está 

diretamente associada ao processo de biodegradação de compostos recalcitrantes.  

Diante do exposto, estudos envolvendo a exploração da biodiversidade fúngica 

pertencente à Amazônia são essenciais tanto do ponto de vista de conhecimento dessa 

diversidade, como na possível obtenção de enzimas de possível aplicação industrial, como as 

lacases. 
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2. JUSTIFICATIVA 

O crescente interesse mundial pelas enzimas fúngicas deve-se ao fato do potencial de 

usá-las em várias aplicações industriais, além do aumento da demanda por enzimas mais 

estáveis, altamente ativas e específicas. 

Dados do Ministério do Desenvolvimento e Comércio Exterior do Governo Federal 

relatam que o mercado de enzimas no Brasil, no ano de 2007, foi de US$ 95,7 milhões no 

total de importações, enquanto que as exportações foram de US$ 5,4 milhões.  

Este cenário mostra que o mercado brasileiro é essencialmente importador, indicando 

desvantagens tecnológicas e estratégica em termos de produção e uso das enzimas no País a 

despeito de possuirmos um imenso depositário de diversidade fúngica quase que totalmente 

desconhecida que é a Amazônia.  

Nesse contexto, a busca pelo uso alternativo de novos microorganismos presentes na 

Amazônia, visando a produção de enzimas de interesse comercial torna-se essencial. Assim, o 

objetivo dessa pesquisa foi purificar e caracterizar uma enzima lacase produzida pelo fungo 

Amazônico (CEST 003), cultivados em diferentes meios de cultivo. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

3.1. O mercado mundial de enzimas  

As pesquisas em biotecnologia têm sido impulsionadas nos últimos anos por uma 

produção industrial que impacte o menos possível o meio ambiente, mas que continue com a 

sua lucratividade. Neste contexto, o mercado mundial de enzimas vislumbra grande potencial 

para uma demanda crescente de uma sociedade que se preocupa com o meio 

ambiente(Sant’Anna Jr., 2001; Bon et al., 2008). 

Contudo, um dos grandes desafios consiste no nível de sofisticação tecnológica 

associado ao uso de enzimas nos processos industriais, que tem sido um gargalo para as 

economias emergentes e favorecido a concentração da demanda por enzimas a mercados de 

países desenvolvidos. Mesmo a despeito desse cenário, estimou-se um crescimento na 

demanda por enzimas de 6,8% ao ano em 2015, tendo nos mercados da América do Sul e 

Central, na África e Oriente Médio, os maiores crescimentos (FREEDONIA, 2011; BCC, 

2012). 

O mercado de enzimas para diagnóstico e biotecnologia tem liderado o crescimento 

em função da redução dos custos de sequenciamento de DNA nos últimos anos. A demanda 

da indústria de ração animal e da indústria de bebidas e alimentos por enzimas para uso no seu 

processo produtivo tem impulsionado os mercados emergentes (FREEDONIA, 2011).   

 

3.2. As Enzimas  

A União Internacional de Bioquímica (IUB) classifica as enzimas em 6 classes: (I) 

Oxidorredutases, (II) transferases, (III) hidrolases, (IV) liases, (V) isomerases; (VI) ligases 

(FORGIARINI, 2006). 

Cada classe tem critérios específicos como, por exemplo, as oxidorredutases onde se 

agrupam as enzimas que catalisam reações de oxi-redução através da transferência de 

elétrons enquadrando-se nesta classe as desidrogenases, redutases e as oxidases.  

No grupo das transferases estão as enzimas que catalisam reações de transferência de 

grupamentos funcionais como grupos amina, fosfato, acil, carboxil, etc., como as quinases e 

as transaminases, enquanto que nas hidrolases classificam-se as enzimas que catalisam 

reações de hidrólise de ligação covalente, como ocorre nas peptidases. Na classe das liases 

estão enzimas como as dehidratases e as descarboxilases que catalisam a quebra de ligações 

covalentes e dispõe moléculas de água, amônia e gás carbônico. Na classe das isomerases 

estão àquelas que catalisam reações de interconversão entre isômeros ópticos ou geométricos 

como as epimerases e nas ligases estão classificadas as enzimas que catalisam, à custa de 
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energia (ATP), reações de formação de novas moléculas a partir da ligação entre duas já 

existentes (FORGIARINI, 2006). 

Vários processos industriais tem mostrado interesse nas enzimas da classe 

oxidorredutase, dentre as quais se encontram as peroxidases, capazes de utilizarem peróxido 

de hidrogênio para catalisar a oxidação de compostos orgânicos e inorgânicos (ENGLISH; 

TSAPRAILIS, 1995; WELINDER et al., 1992).  Estas enzimas podem ser isoladas de uma 

ampla variedade de organismos tendo a grande maioria a protoporfirina IX (heme) como 

grupo prostético. Autores subdividem em duas superfamílias: a das peroxidases de 

mamíferos e das peroxidases de planta (ENGLISH; TSAPRAILIS, 1995; WELINDER et al., 

1992). A superfamília das peroxidases de plantas são classificadas em três classes distintas: 

peroxidases intracelulares (Classe I); peroxidases fúngicas extracelulares (Classe II), como, 

por exemplo, a lignina-peroxidase (LiP) e a manganês peroxidas (MnP) de Phanerochaete 

chrysosporium além de outras peroxidases de fungos do grupo dos basidiomicetos 

envolvidos na degradação de lignina e peroxidase extracelular de plantas (Classe III) 

(WELINDER; GAJHEDE ,1993; CONESA et al., 2002).  

 

3.2.1. Enzimas ligninolíticas 

As enzimas do grupo das ligninolíticas, inclusas na classe oxidoredutase, têm grande 

interesse biotecnológico, biocatalítico e aplicabilidade industrial. A estrutura molecular dessas 

enzimas é constituída por uma parte proteica que pode estar integrada a moléculas de 

carboidratos e lipídios. O seu poder catalítico é dependente de condições específicas de pH, 

temperatura e força iônica do meio. Ressalta-se, entretanto, que apesar da atividade catalítica, 

algumas enzimas requerem cofatores de natureza não protéica (coenzimas) que podem ser 

íons ou moléculas orgânicas (SANT’ANNA JR., 2001; BON et al., 2008). 

As principais enzimas ligninolíticas que são produzidas extracelularmente por fungos 

filamentosos incluem manganês peroxidases (MnP; E.C. 1.11.1.13), lignina peroxidases (LiP; 

E.C. 1.11.1.14) e lacases (Lac; E.C. 1.10.3.2) complexo enzimático comumente denominado 

de fenoloxidase (GILL; ARORA, 2003).  Pandey et al. (2000) relatam que estas enzimas são 

produzidas em resposta a baixos níveis de fontes de nutrientes, principalmente carbono e 

nitrogênio. Lac e MnP são responsáveis por oxidar estruturas fenólicas presentes na lignina, 

muito embora catalisem a formação de radiciais de alto peso molecular, enquanto que a LiP é 

eficiente na oxidação tanto de compostos fenólicos quanto não-fenólicos (MIN et al., 2001). 

As enzimas fenol-oxidases não apresentam substratos específicos, característica esta 

que possibilita os micro-organismos de oxidar compostos com estruturas similares aos 
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derivados da lignina (SILVA; GOMES, 2004). 

As enzimas ligninolíticas são capazes de romper o anel aromático de hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs) e formar compostos que podem, posteriormente, ser 

mineralizados (COHEN et al., 2002). Esta característica de não-específicidade possibilita a 

oxidação de uma gama de poluentes, incluindo dióxido de carbono e água (BARR; AUST, 

1994). Ressalta-se que alguns fungos são capazes de produzir Lac, MnP e LiP e outros apenas 

uma ou duas destas enzimas (BOER et al., 2004). 

 

3.2.1.1. Lacases 

A lacase foi primeiramente isolada nos exsudatos da planta Rhus vernicifera, sendo, 

posteriormente, encontrada em fungos (THURSTON, 1994) havendo relatos de sua presença 

em bactérias (CLAUS; FILIP, 1977). Foi caracterizada como uma enzima oxidase contendo 

metal por Bertrand em 1985 (MAYER; STAPLES, 2002). Conceitualmente, é definida como 

uma enzima multi-cobre azul responsável por oxidar compostos fenólicos, reduzindo o 

oxigênio a água pela retirada de um elétron do substrato aromático, gerando radicais fenoxilos 

(DURÁN, 2004): 

a) 2 (Cu[II])-Lacase + fenol → 2 (Cu[I])-Lacase + radical fenolato + 2H+  

           2 (Cu[I])-Lacase + O2 + 2H+ → 2 (Cu[II])-Lacase + H2O 

 

De acordo com DURÁN e ESPOSITO (1997) os radicais formados atuam em reações 

não catalíticas, tais como acoplamento de radicais, desprotonação e ataque nucleofílico pela 

água, o que proporciona reações de polimerização, quebras alquiarílicas, oxidações nos 

carbonos alfa (Cα) e desmetilações. 

As lacases contêm cobre no seu sítio ativo, embora algumas lacases fúngicas possam 

conter outro tipo de metal, e são capazes de catalisar reações de desmetilação, importantes em 

processos de biodegradação de cadeias poliméricas, com subsequente rompimento de anéis 

aromáticos presentes na estrutura da lignina (PERALTA et al., 2004). Estas enzimas 

apresentam potencial de aplicação na indústria devido à não especificidade de substratos que 

podem oxidar. Entretanto, o sucesso da aplicação de lacases exige a produção de grandes 

quantidades a baixo custo (COUTO; TOCA-HERRERA, 2007). 

As lacases secretadas pelos fungos basidiomicetos são glicoproteínas que variam em 

seu tamanho por 520 - 550 resíduos de aminoácidos, os quais contêm quatro íons cobre (Cu) 

dispostos em três sítios de ligação (DURÁN; ESPÓSITO, 1997; HIGUCHI, 1990; MAYER; 



18 
 

STAPLES, 2002). Os íons são fundamentais na reação de oxidação do substrato fenólico, 

enquanto o oxigênio molecular é reduzido à molécula de água.  

As lacases catalisam a oxidação de uma ampla faixa de aminas fenólicas e aromáticas 

e o uso de sistemas mediados por estas enzimas é uma alternativa promissora para processos 

biotecnológicos de interesse ambiental, como branqueamento e deslignificação de polpa de 

celulose, descoloração de corantes têxteis, oxidação de hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos, detoxificação de efluentes e poluentes ambientais e remoção de fenóis (BREEN; 

SINGLETON, 1999; TINOCO et al., 2001; GOMES; REBELO, 2003; DHAWAN et al., 

2005; MUNARI et al., 2007, 2008). Além disso, lacases também podem ser utilizadas nas 

indústrias cosmética, química, farmacêutica, de alimentos e bebidas, assim como na 

elaboração de diagnósticos clínicos, clarificação e estabilização de sucos de frutas, melhoria 

da qualidade de rações animais (DHAWAN et al., 2005; COUTO; HERRERA, 2006)  

Vários estudos mostram que as lacases podem atacar subunidades não fenólicas pela 

inclusão de mediadores apropriados, como o ácido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonato) (ABTS), o 1-hidroxibenzotriazol (HBT), o ácido hidroxiantranílico e o corante 

Remazol Brilliant Blue (BOURBONNAIS; PAICE, 1990; BOURBONNAIS et al., 1997; 

POZDNYAKOVA et al., 2004). O complexo Lac-ABTS, por exemplo, promove eficiente 

desmetilação e deslignificação de polpa kraft (BOURBONNAIS; PAICE, 1992). Neste caso o 

ABTS oxidado deve funcionar como um agente difusor na oxidação da lignina, isto porque a 

lacase é uma molécula grande que não é capaz de passar pela fibra da parede secundária para 

entrar em contato diretamente com o substrato lignina. BOURBONNAIS et al. (1997) 

encontraram um mediador natural para lacases, o ácido 3-hidroxiantranílico, produzido pelo 

fungo da degradação branca Pycnoporus cinnabarinus. A Figura 1 mostra um esquema 

exemplificando a função do mediador na atividade da enzima (sistema lacase-mediado). 

O2 
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Mediador ox 

Substra
to 

 

  

   
 
 

 

H2O 

Lacase ox 

Mediador 

Substrato 

ox 

 

  

   

 

Figura 1. Função do mediador na atividade enzimática das lacases. Fonte: PAICE et al., 

(1997); BREEN; SINGLETON (1999); D’ACUNZO et al. (2002); BAIOCCO et al. (2003); 

D’ACUNZO; GALLI (2003); ZILLE et al. (2005). 
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BOURBONNAIS et al., (1995) mostraram que lacases de Trametes versicolor, na 

presença de ABTS ou siringaldazina (SYR) são capazes de oxidar compostos não fenólicos de 

lignina, de forma similar à LiP. Durán (1997) sugeriu que o uso de HBT como mediador 

permite 50% de deslignificação de polpas na presença de lacases, uma vez que ao consumir 

oxigênio, o HBT se transforma num intermediário reativo que é oxidado pela enzima, 

indicando que os mecanismos de oxidação por ABTS e HBT são diferentes. Durán e Esposito 

(2000) afirmam que lacases são capazes de eliminar fenóis através de processos de 

polimerização. Contudo, na presença de ABTS e HBT, a degradação de fenol ocorre através 

de processos oxidativos (RASERA et al., 2009). 

Atualmente, a utilização de lacases em escala industrial é uma realidade muito em 

função da diminuição dos custos de produção ocasionado pela fácil obtenção de enzimas 

recombinantes em organismos hospedeiros.  Bourbonnais et al., 1995) O processo de 

separação, purificação e cristalização é o que aumenta o custo. Desta forma, a desvantagem 

de se utilizar enzimas purificadas ou parcialmente purificadas em processos de 

biotratamento é o alto custo. Entretanto, a aplicação de lacases em sistemas de tratamento de 

efluentes surge como perspectiva, visto que apenas o oxigênio molecular é necessário como 

aceptor de elétrons para a reação enzimática (DAVIS; BURNS, 1990). Neste Mister cabe 

realizar a prospecção de linhagens de fungos basidiomicetos amazônicos buscando um que 

potencialize a produção de lacase e, assim, diminuir a importação de enzimas. Portanto, o 

investimento em pesquisa torna-se uma alternativa necessária para a reversão deste quadro 

no setor de biotransformação. 

Lacases comerciais estão sendo usadas na indústria têxtil. Em 1996, a empresa 

Novozymes® (Novo Nordisk) produziu a Denilite®, uma lacase para ser usada no processo 

“denim” de fabricação de jeans. A formulação foi aprimorada e relançada no mercado em 

1999 como Denilite® II. O corante índigo, utilizado no tingimento do jeans, pode ser 

removido pelo uso de lacases em um processo que não danifica o tecido e que o deixa com 

aparência lavada ou manchada, de acordo as exigências do mercado e da moda atual. Além da 

Denilite®, a Novozymes atua no mercado de enzimas comercializando lacases também sob os 

nomes comerciais Novozym®   51003 e Suberase®. A Novozym® 51003 é usada como 

biossensor e a Suberase® no tratamento de rolhas de cortiça para o envase de vinhos 

(PERALTA et al., 2004; ANSELMO et al., 2008). 

Em relação à produção de enzimas fúngicas, vários estudos tem mostrado que a 

composição do meio de cultura e o modo de cultivo (Fermentação submersa ou em estado 
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sólido), bem como condição de cultivo (estático e agitação), produzem diferentes padrões de 

isoenzimas de lacase (Tabela 1) (DONG et al., 2005). 

 

Tabela 1. Produção de lacases fúngicas por fermentação submersa e fermentação no estado 

semi-sólido. 

Espécie 
Modo de 

cultivo 
Atividade máxima de 

lacase 
Referência 

 

 

   

Agaricus blazei FSS 5000 U L-1 Ullrich et al. (2005)  

Agaricus blazei FSS 65 U g-1 D’Agostini et al. (2011)  

Cerrena máxima FSm 7620 U L-1 Elisashvili et al. (2008)  

Ganoderma lucidum FSm 93000 U L-1 Songulashvili et al. (2007)  

Lentinula edodes FSm 251 U mL-1 Cavallazzi et al. (2005)  

Morchella esculenta FSS 7,5 U g-1 Paniputi e Lechner (2008)  

Peniophora sp. FSm 4139,5 U L-1 Fonseca et al. (2010)  

Pleurotus dryinus FSm 6493 U L-1 Elisashvili et al. (2006)  

Pleurotus ostreatus FSS 167 U g-1 Karp et al. (2012)  

Pleurotus ostreatus FSS 74,3 U g-1 Alexandrino et al. (2007)  

Pleurotus ostreatus FSS 36 U g-1 Iandolo et al. (2010)  

Pleurotus sajor-caju FSS 31 U g-1 Kumaran et al. (1997)  

Pycnoporus cinnabarinus FSm 19000 U L-1 Lomascolo et al. (2003)  

Pycnoporus sanguineus FSS 46,5 U g-1 Vikineswary et al. (2005)  

Pycnoporus sanguineus FSm 3143 U L-1 Fonseca et al. (2010)  

Trametes hirsuta FSm 20000 U L-1 Tapia-Tussel et al. (2011)  

Trametes hirsuta FSS 5400 U L-1 Rosales et al. (2005)  

Trametes pubescens FSm 740 U mL-1 Galhaup et al. (2002)  

Trametes trogii FSm 20000 U L-1 Zouari-Mechici et al. (2006)  

Trametes versicolor FSm 742 U L-1 Mikiashvili et al. (2005)  

Trametes versicolor FSm 1583 U L-1 Xavier et al. (2007)  

Trametes versicolor FSS 8,6 U g-1 Xin e Geng (2010)  

FSm: fermentação submersa; FSS: fermentação no estado semi-sólido. Fonte: MAJEAU et al. 

(2010) 

 

3.3. Aplicações biotecnológicas dos fungos da degradação branca  

Fungos da degradação branca agrupam aqueles micro-organismos capazes de 

degradarem compostos ligninolíticos através das várias isoformas de oxidases extracelulares 

(WESENBERG et al., 2003). Quando a madeira é degradada, os fungos que fazem sua 

decomposição são classificados de acordo com tipo de podridão, gerando podridão branca ou 

parda, causadas principalmente por basidiomicetos, e podridão mole, produzida por 
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ascomicetos. A podridão branca, em particular, é produzida pelos fungos na parede celular do 

vegetal, sendo capaz de degradar celulose, hemicelulose e lignina. Quando ocorre essa 

degradação, a madeira apresenta aspecto com coloração esbranquiçada e quebradiça devido à 

ação de suas enzimas (BLANCHETTE et al., 2000; RYVARDEN, 1991)  

O uso desses fungos em bioprocessos é vantajoso uma vez que eles não requerem um 

pré-condicionamento ao poluente. Devido ao fato de que a oxidação ocorre pela privação de 

nutrientes, a limitação destes pode iniciar o processo. Por outro lado, a transformação 

enzimática de compostos poluentes é menos tóxica e constitui uma alternativa para a remoção 

destas substâncias (GARCIA-ARELLANO et al., 2004). Muitas indústrias apresentam 

efluentes com compostos difíceis de serem metabolizados por sistemas biológicos, sendo que, 

usualmente, são empregadas bactérias que não possuem habilidade para degradá-los, 

diferentemente dos fungos produtores de enzimas extracelulares (LANTE et al., 2000; 

OLIVEIRA et al., 2004). 

É importante ressaltar que as enzimas também são capazes de transformar alguns 

poluentes aromáticos persistentes como pesticidas e inseticidas organofosforados, corantes, 

clorofenóis e HPAs, formados pela combustão incompleta da matéria orgânica da madeira e 

do petróleo, além de oxidar organopoluentes tóxicos, mutagênicos ou carcinogênicos, uma 

vez que, muitos desses compostos possuem capacidade de bioacumulação nas cadeias tróficas 

(DENIZLI et al., 2005).  

As lacases, em particular, são enzimas capazes de catalisar a oxidação do surfactante 

nonilfenol, um composto que causa ruptura endócrina em organismos presentes em 

ecossistemas aquáticos, tornando-o compostos fenólicos menos tóxicos através de reações de 

polimerização (SOARES et al., 2005). 

Os basidiomicetes, principalmente fungos da degradação branca, já foram 

empregados em trabalhos experimentais de biotratamento de efluentes e resíduos, como 

estratégias para descoloração, mineralização, transformação ou degradação de diferentes 

compostos naturais ou sintéticos (Soares et al., 2005). (Tabela 2).  
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Tabela 2. Aplicação de fungos de degradação branca em ensaios de biotratamento de 

diferentes compostos. 

Organismo Aplicação Referência  

    

Pleurotus ostreatus Degradação e mineralização de HPAs 
Novotný  et  al.  (2001); Kunz  et  al.  
(2002);  

  
Martins et al. (2003); Hou et al. (2004); 
Nerud et   

  
al. (2004); Novotný et al. (2004); Santos 
et al.   

     

 Eliminação de poluentes fenólicos Hublik e Schinner (2000)  

 
Tratamento de efluentes da indústria 
de óleo de oliva 

Fountoulakis et al. (2002); Aggelis et al. 
(2003);  

    

 
Biorremediação de solos 
contaminados com HPAs D’Annibale et al. (2005)  

    

 Degradação de HPAs Lau et al. (2003)  
Pleurotus 
pulmonarius Degradação e remoção de clorofenóis Law et al. (2003); Rodríguez et al. (2004)  

 
 
 

Zilly  et  al.  (2002); Santos  et  al.  
(2004);   

 Descoloração de corantes 
Tychanowicz  et  al.  (2004);  Eichlerová  
et  al.  

    

Pleurotus sajor-caju Degradação de taninos Wong e Wang (1991)  

 Degradação e remoção de clorofenóis 
Rodríguez et al. (2004); Denizli et al. 
(2005)  

 Descoloração de corantes 
Capudi et al. (2003b); Murugesan et al. 
(2006);  

    

 Tratamento de efluentes industriais Rodríguez et al. (2003)  

Polyporus sp. Descoloração de corantes Rigas e Dritsa (2006)  

 
Branqueamento de polpa de papel e 
celulose 

García  et  al.  (2003);  Camarero  et  al.  
(2004);  

Pycnoporus  Sigoillot et al. (2005); Fillat et al. (2010)  

    

    

Pycnoporus coccineus 
Descoloração  de  efluentes  da  
indústria  de Jaouani et al. (2003)  

 óleo de oliva   
Pycnoporus 
sanguineus 

Descoloração de corantes azo e 
antraquinona 

Pointing e Vrijmoed (2000); Lu et al. 
(2007)  

Stereum hirsutum Degradação de bisfenol Lee et al. (2005)  

Stropharia coronilla Degradação de benz[a]pireno Steffen et al. (2003)  

    

    

    

Trametes hirsuta 
Degradação, descoloração e 
detoxificação de Corantes 

Abadulla et al. (2000); Almansa et al. 
(2004);  

  (2007)  

Trametes hispida Descoloração de corantes Rodríguez et al. (1999)  

Trametes modesta Degradação de 2,4,6-trinitrotolueno Nyanhongo et al. (2006)  

 Descoloração de corantes Kandelbauer et al. (2004a e 2004b)  

    

Trametes pubescens Biodegradação de efluentes têxteis Osma et al. (2010)  

 Descoloração de corantes Enayatzamir et al. (2009)  

    

Trametes sp. 
Descoloração e detoxificação de 
corantes Maalej-Kammoun et al. (2009)  
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Polimerização oxidativa de 
metoxifenóis Tanaka et al. (2010)  

    

Trametes trogii 
Descoloração e detoxificação de 
corantes e efluentes têxteis 

Trupkin et  al. (2003); Mechichi et  al. 
(2006);  

  
Zouari-Mechichi  et  al.  (2006);  Khlifi  
et  al.  

    

    

Trametes versicolor  (2003); Blánquez et al. (2004);  

  
Moldes et  al. (2004a); Novotný et  al. 
(2004);  

    

  
Ramsay (2007); Chander e Arora (2007); 
Borràs  

  
et al. (2008); Vanhulle et al. (2008); 
Casas et al.  

  
(2009); Srinivasan e Murthy (2009); 
Champagne  

    

Trametes villosa 
Remoção de ácido hexenurônico e de 
lignina Valls et al. (2010)  

 Transformação de clorofenóis Bollag et al. (2003)  

 
Transformação de 2,4,6-
trinitrotolueno Thiele et al. (2002)  

 Tratamento de efluente kraft Minussi et al. (2007)  

Fonte: adaptado de BETTIN (2010). 

 

3.4. Basidiomicetos do gênero Trametes 

 Enzimas de micro-organismos são utilizadas em vários processos industriais: têxtil, 

cosméticos, alimentos e bebidas, etc. Isso se deve ao fácil crescimento dos micro-organismos 

em vários meios de cultivo e em condições de pH e temperatura adequadas. Os meios de 

cultivo a serem utilizados podem ser formulados a partir de matérias-primas naturais resíduos 

agroindustriais ou sintéticos compostos químicos (Tanaka et al. 2010).  

Na natureza, o grupo dos basidiomicetos atua na degradação da madeira com 

eficiência, na qual se encontram os fungos responsáveis pela podridão parda e podridão 

branca, que possuem características enzimáticas próprias, quanto à decomposição dos 

constituintes primários da madeira (ANDRADE, 2011) 

 O mecanismo de degradação da madeira é específico para cada grupo de fungos 

basidiomicetos, onde a produção de enzimas e metabólitos extracelulares degradam a parede 

celular do vegetal até que ela seja totalmente destruída. As espécies que atuam nesta 

degradação não seletiva na podridão branca da madeira são Trametes versicolor, 

Phanerochaete chrysosporium e Phellinus pini (BLANCHETTE, 1995; ERIKSSON et al., 

1990, ERIKSSON, 2010). 

 O gênero Trametes tem sido associado à várias pesquisas visando a aplicação de suas 

enzimas, dentre eles o seu uso em biopolpação e biobranqueamento nas indústrias de 

produção de papel. O fungo Trametes versicolor é o mais estudado para esta aplicação, 
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devido à alta eficiência das enzimas ligninolíticas produzidas por essa espécie sobre a 

degradação celulósica, com destaque para a enzima lacase A vantagem de se empregar 

enzimas fúngicas no processo de biopolpação e biobranqueamento é que se diminui o uso de 

produtos químicos poluentes, melhora a resistência do papel e economiza energia elétrica das 

indústrias (AKHTAR et al., 2000, ARORA; SHARMA, 2010; KIRK et al., 1992; WARD et 

al., 2003).  

Na biodegradação de poluentes ambientais, os fungos que se destacam são Trametes 

versicolor, Phanerochaete chrysosporium e Bjerkandera adusta (COLLINS et al., 1996; 

BARR; AUST, 1994). Trametes versicolor também foi usado na degradação do corante 

Malachite Green por ação das enzimas lacase e manganês peroxidase (DORIO et al., 2008). 

Trametes é um gênero de fungo basidiomiceto de podridão branca que pertence à 

família Polyporaceae e foi descrito inicialmente em 1788 com o nome de Boletus villosus 

(KO; JUNG, 1999; SWARTZ, 1788). Este gênero tem sido investigado por suas aplicações 

biotecnológicas por suas atividades enzimáticas como: lacase e manganês peroxidase 

(KUHAD; SINGH, 2007; JONG et al., 1992). Trametes sp. foi o melhor produtor de amilases 

e celulases de acordo com SOUZA et al. (2008). A enzima lacase de Trametes villosa foi 

primeiramente purificada e clonada por YAVER et al. (1996).  
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4. OBJETIVOS 

4.1 Geral 

Purificar e caracterizar a lacase produzida pela espécie Amazônica Trametes cubensis 

em Fermentação Submersa e Fermentação Semi-sólida. 

 

4.2 Específicos 

 Selecionar um fungo, de ocorrência na Amazônia, mais apto para a produção de fenol-

oxidases; 

 Realizar a identificação molecular e clássica do fungo Trametes cubensis; 

 Avaliar a produção de lacase, lignina e manganês peroxidase pelo fungo Trametes 

cubensis crescidos em diferentes condições de cultivo (fermentação submersa e semi-

sólida, uso de diferentes resíduos, meios suplementados); 

 Purificar a lacase produzida pelo fungo Trametes cubensis; 

 Acompanhar a purificação da lacase por SDS-PAGE e estimar a massa molecular 

aparente da enzima purificada por zimograma. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

O estudo foi realizado no Laboratório de Cultivo de Fungos Comestíveis do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), no Laboratório de Biologia da Universidade do 

Estado do Amazonas (UEA – Tefé) e nos laboratórios pertencentes ao Programa de Pós-

Graduação em Biotecnologia da UEA (Manaus).  

 

5.1. Seleção do fungo 

Para esse estudo, inicialmente, foram coletados basidiocarpos de diferentes fungos 

com a finalidade de selecionar aquele mais apto à produção de fenol-oxidases, com ênfase nas 

lacases. Para tanto, os basidiocarpos, identificados morfologiacamente como Panus fasciatus, 

P. crinitus, Pycnoporus sanguineus, Polyporus sp., Ganoderma sp., Lentinus crinitus, 

Dantronia brunneoleuca, Hexagona glabra, Trametes sp. (CEST 03) e Trametes sp. (CEST 

04) foram coletados em dezembro de 2012, na Floresta Nacional de Tefé a aproximadamente 

750 km de distância da cidade de Manaus- Am e identificados no ICMBIO com o número de 

registro 32494. Após as coletas, realizou-se o isolamento dos fungos e as linhagens foram 

mantidas em meio BDA.  

A seleção do fungo foi realizada a partir de teste inicial (teste qualitativo) de produção 

de enzimas fenol-oxidases e, aquele que apresentou a melhor atividade (Trametes sp. – CEST 

03) foi submetido à identificação molecular e depositado na Coleção de Culturas e Micro-

organismos de Interesse Agrossilvicutural do INPA, sob número de registro 1844. 

 

5.2. Determinação qualitativa da atividade de fenol-oxidases  

A análise qualitativa da atividade de fenol-oxidases foi realizada através do método de 

Bavendamm, onde um fragmento de, aproximadamente, 30 mm dos basidiocarpos foram 

cultivados em placas de petri em meio contendo ácido tânico (Bononi e Trufen, 1985; 

Cornelis, 1987; Castro e Silva, 1996). As placas de petri foram incubadas em BOD a 30 ºC 

(2 ºC) por um período de 72 horas para avaliar o potencial das cepas quanto à produção de 

halos indicadores de enzimas oxidativas. Os halos formados foram medidos com auxílio de 

um paquímetro digital. Os grupos controles foram preparados nas mesmas condições, 

contudo, na ausência de ácido tânico. As análises estatísticas foram realizadas por meio de 

Software BioStat. As placas que mostraram índice enzimático superior a 1 foram consideradas 

para uso nos testes de fermentação submersa e semi-sólida (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 

1975). 
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5.3. Identificação Molecular  

 Após análise preliminar da produção de fenol-oxidases pelos fungos coletados, 

procedeu-se a identificação daquele com maior atividade enzimática (Trametes sp. – CES 03), 

sendo utilizado nas atividades posteriores (Figura 2). 

 

Figura 2. Fluxograma de atividades. 

 

5.3.1. Extração do DNA total  

Para a extração do DNA total do fungo foi utilizada a metodologia adaptada de 

WHITE e LEE (1990), em Mini-BeadbeaterTM com pérolas de vidro (beads) de 0,5 mm. Para 

a lise celular ajustou-se o aparelho para três repetições de 30s, sob agitação a 2500 rpm. 

Primeiramente, uma pequena quantidade de micélio de cada fungo foi colocada em 

microtubos de 1,5 mL, contendo “beads” até, aproximadamente, 50 µL. Posteriormente, foi 

adicionado 200 µL de Tris-HCl 100 mM pH 8 e de EDTA 50 mM. Os tubos foram colocados 
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no Mini-BeadbeaterTM para lise das células, em seguida foi adicionado 25 µL de SDS 10% e 

0,2 mg/mL de proteinase K. O material foi acondicionado a 55°C por 30 min. Posteriormente, 

as amostras foram transferidas para outros microtubos e centrifugadas a 16.000 rpm. O 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e acrescentou-se igual volume da solução de 

acetato de potássio 5 M, as amostras foram acondicionadas a -20ºC por 30 minutos.  

Após o resfriamento, as amostras foram agitadas vigorosamente em agitador mecânico 

tipo vórtex e então centrifugadas por 10 min a 16.000 rpm. O sobrenadante foi transferido 

para outro tubo e adicionou-se igual volume de isopropanol, permanecendo a -20 ºC por 30 

min. Foram então, centrifugados a 16.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado lavado com 500 µL de etanol 70%. O precipitado foi seco a temperatura ambiente 

dentro da câmara de fluxo laminar por cerca de 90 min. Após esse período, o DNA foi 

reidratado com 50 µL de tampão TE–RNAse pH 7,0 (10 microgramas por mL).  

 

5.3.2. PCR 

A PCR foi realizada com o “kit” GoTaq® DNA Polymerase (Promega, Madison, WI, 

USA). Em todos os casos (Região ITS ou D1/D2) optou-se pelo volume final de 25 L, e para 

tanto as concentrações finais foram: 1X do tampão para PCR, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM 

dNTPs, 0.2 M de cada iniciador (ITS1 -5' TCCTCCGCTTATTGATATGC e ITS4 - 5' 

CGTAACAAGGTTTCCGTAGG) (WHITE et al., 1990), 5 L dos produtos de extração, 0.13 µL 

Taq DNA polimerase (5 U.L-1) e água ultrapura q.s.p. 

A amplificação foi realizada no termociclador Veriti (Applied Biosystems), a partir de 

uma desnaturação inicial a 95°C por 3 min, seguida de 30 ciclos de: 95°C 30 s, 59°C 30 s, 

72°C 30 s em um ciclo transferase terminal a 72°C por 10 min. O resultado da amplificação 

foi observado em gel de agarose 1,0 %. 

 

5.3.3. Reação de sequenciamento 

A reação de sequenciamento foi realizada com volume final de 10 L, sendo 2 µL de 

BigDye Terminator (v3.1), 2 µL do tampão “Save Money” 5X, 5.5 µL do produto da PCR e 

0.5 µL do iniciador no termociclador Veriti (Applied Biosystems) nas seguintes condições de 

reação: 40 ciclos de 95°C 30 s, 50°C 30 s e 60°C por 2 minutos. 
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5.3.4. Precipitação das reações de sequenciamento  

Para precipitar as reações de sequenciamento utilizou–se a metodologia de Sambrook 

(2001), onde 6 µL de solução de NG (1 mg.mL-1 de glicogênio dissolvido em 5 M NH4OAc) 

e 50 µL de etanol absoluto foram homogeneizados e mantidos a -20°C por 30 min. 

Posterioemente, os tubos foram centrifugados a 12.000 g por 40 min a 4°C. O precipitado foi 

lavado duas vezes com 100 µL de etanol 70% com centrifugação entre as lavagens a 12.000 g 

por 15 min a 4°C. O etanol 70% foi descartado e os precipitados foram submetidos a um 

“spin”, deixados em temperatura ambiente por alguns minutos e guardados a -20°C até o 

sequenciamento automático e processamento das sequências. 

 

5.3.5. Análise automática e processamento das sequências 

As amostras foram dissolvidas em 10 µL de formamida, submetidas à desnaturação 

por 5 min a 95°C, seguido de um rápido resfriamento em gelo. A análise automática das 

sequências ocorreu em sistema de eletroforese capilar automático (ABI 3500 xL, Applied 

Biosystems).  

As sequências obtidas foram analisadas com o programa SeqMan da suíte de 

aplicativos DNASTAR II (LASERGENE, 1994). A identificação por comparação das 

sequências obtidas contra os bancos de dados (GenBank, DDBJ, EMBL) foi realizada através 

da ferramenta BLAST, configurada na opção BLASTN contra o banco não redundante (nr) 

(ALTSCHUL et al., 1990). 

 

5.4. Condições de cultivo 

5.4.1. Fermentação Submersa (FSm)  

A fermentação submersa foi conduzida em frascos erlenmeyer (250 mL) contendo 100 

mL de cada meio (extrato de malte e meio Czapek) com pH ajustado para 5. Os meios foram 

autoclavados a 121ºC, 1 atm, por 20 minutos. Para cada erlenmeyer foi inoculados 3 discos 

de, aproximadamente 6 mm de diâmetro do fungo e 150 µL de uma solução de ABTS (1 mM) 

e 150 µL de CuSO4. Os frascos foram mantidos sob agiatação a 180 rpm, 30°C durante 25 

dias, sendo retirado um frasco a cada intervalo de cinco dias, para a determinação das 

atividades enzimáticas (lacase, lignina e manganês peroxidase).  
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5.4.2. Fermentação semi-sólida (FSS) 

Para a fermentação semi-sólida, utilizou-se como substratos serragem de marupá 

(Simaruba amara) e bagaço de cana, os quais foram, inicialmente, secos 40oC em estufa e, 

posteriormente, triturados em moinho de facas, com peneira de 60 mesh. Após essa etapa, 

foram autoclavados a 121ºC, 1 atm, por 30 minutos por 3 dias consecutivos.  

O processo fermentativo foi conduzido em frascos erlenmeyer (250 mL) contendo, 

separadamente, 10 g de bagaço de cana, 10 g de resíduo de marupá e um consórcio entre 

ambos na proporção 1:1. A umidade inicial do substrato foi ajustada para 80% para ambos, 

isso na primeira batelada, sendo acrescido de água destilada. Para a segunda batelada utilizou-

se 10 mL da solução (KARP, 2012). A solução nutritiva foi composta por KH2PO4 (1,5 g L-1), 

MgSO4 (0,5 g L-1), KCl (0,5 g L-1), FeSO4.H2O (0,036 g L-1), ZnSO4.H2O (0,035 g L-1), uréia 

(6,0 g L-1) e CuSO4 (150 µL). Os frascos foram mantidos por 25 dias a 30ºC na ausência de 

luz em B.O.D.  

Um estudo da cinética de produção FES foi realizado com o melhor suporte, onde 

dois frascos foram retirados para análise da atividade enzimática a cada 5 dias, por um 

período de 25 dias. Nesse mesmo intervalo de tempo, também se determinou o pH do 

fermentado e as atividades das enzimas lacase, lignina e manganês peroxidase foram 

determinadas. 

 

5.5. Extração enzimática proveniente de FSm e FSS  

Para as condições de fermentação submersa (FSm) o extrato fermentado foi filtrado 

em papel Whatman nº 1, acondicionado em tubos falcon de 50 mL, centrifugado a 7.830 rpm, 

4ºC por 30 minutos e, o sobrenadante foi utilizado na determinação das atividades 

enzimáticas e análise em SDS-PAGE. 

Nas condições de fermentação semi-sólida (FSS), a extração enzimática foi realizada a 

patir do produto fermentado, o qual foi homogeneizado em tampão acetato de sódio 100 mM 

pH 5,0 (1:10 m/v) durante 10 minutos a temperatura ambiente (22 ± 3°C). Posteriomente, foi 

filtrado em papel filtro Whatman nº 1, centrifugado a 7.830 rpm a 4ºC por 30 minutos e o 

sobrenadante utilizado na determinação das atividades enzimáticas e análise de SDS-PAGE. 
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5.5. Detecção das atividades enzimáticas 

5.5.1. Lacase 

A atividade de lacase foi determinada a partir da oxidação do 2,2”-azino-bis-

etilbenthiazolina (ABTS) de acordo com BUSWELL et al. (1995). Para tanto, incubou-se 0,3 

mL de tampão acetato de sódio 0,1 M (pH 5,0); 0,6 mL do extrato enzimático e 0,1 mL de 

ABTS 0,03% (p/v) a 37ºC por 10 minutos. Após esse período, foram realizadas leituras 

espectrofotométricas a 420 nm. Como grupo controle (Absi) procedeu-se o mesmo ensaio, 

contudo, adicionou-se o extrato enzimático previamente fervido por 10 minutos a 100oC. O 

ensaio foi realizado em triplicata e o valor do coeficiente de extinção molar (ε) do produto 

formado foi de 36000 M-1cm-1 (BUSWELL et al., 1995). 

  

5.5.2. Manganês peroxidase 

 A atividade da enzima manganês peroxidase (Mnp) foi determinada a partir da 

metodologia adaptada de Khindaria (1994), utilizando-se como substrato o vermelho de fenol. 

Para tanto, foram incubados 300 µL de tampão fosfato-citrato 50 mM pH4,5; 300 µL lactato 

de sódio 50 mM; 100 µL de MnSO4 1 mM; 100 µL de vermelho de fenol 0,1%; 50 µL de 

albumina bovina, 8%; 50 µL de H2O2 2,0 mM e 100 µL do extrato enzimático a 35oC durante 

5 minutos. Antes da incubação, leituras espectrofotométricas a 610 nm foram realizadas para 

a obtenção da absorbância inicial (Absi). Para a paralisação da reação acrescentou-se 65 µL de 

NaOH 6,5 M e, em seguida foram realizadas leituras espectrofotométricas a 610 nm (Absf). 

Para o grupo controle procedeu-se o mesmo ensaio, contudo, adicionou-se o extrato 

enzimático aquecido a 100°C durante 10 minutos. O coeficiente de extinção molar do produto 

formado a 610 nm utilizado foi de 22.000 M-1cm-1. Uma unidade de atividade foi considerada 

como a quantidade de enzima capaz de catalisar a formação de 1 µmol de vermelho de fenol 

oxidado por minuto.  

 

5.5.3. Lignina peroxidase  

A atividade da enzima lignina peroxidase (LiP) foi determinada a partir da 

metodologia proposta por KIRK et.al. (1986) modificada, utilizando-se como substrato o 

álcool veratrílico. Inicialmente, incubou-se 400 µL de tampão tartarato de sódio 100 mM pH 

3; 50 µL de álcool veratrílico 10 mM; 50 µL de solução de H2O2 1:1000 (v/v) e 500 µL do 

extrato enzimático durante 10 minutos a 40oC. Antes da incubação, leituras 

espectrofotométricas a 310 nm foram realizadas para a obtenção da absorbância inicial (Absi). 

Após o período de incubação, novas leituras espectrofotométricas foram realizadas para a 
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obtenção da absorbância final (Absf). Como grupo controle procedeu-se o mesmo ensaio, 

contudo, adicionou-se o extrato enzimático aquecido a 100°C durante 10 minutos. O 

coeficiente de extinção molar do produto formado a 310 nm utilizado foi de 9.300 M-1 cm -1. 

A atividade de LiP foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 µmol de 

álcool veratrílico por minuto e determinada segundo a fórmula (AGUIAR; FILHO, 2008; 

FERREIRA; 2009; MENEZES et al., 2010): 

  

 

5.6. Quantificação de proteinas proteínas totais 

Para a determinação de proteínas totais foi utilizado o método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). Para tanto, os extratos enzimáticos foram incubados com o reagente de 

Bradford (Sigma) e, após 10 minutos de incubação a temperatura ambiente (22 ± 2°C), 

realizou-se leituras espectrofotométricas a 595 nm. Como padrão utilizou-se a albumina sérica 

bovina (BSA).  

 

5.7. Purificação da lacase 

5.7.1. Precipitação com sulfato de amônio ((NH4)2SO4) 

O extrato enzimático (26 mL) proveniente da FSm, após 10 dias de cultivo (condição 

de maior expressão de atividade da lacase em teste preliminar) foi submetido à precipitação 

com sulfato de amônio a 80% em banho de gelo durante 2 horas. Posteriormente, a suspensão 

foi centrifugada a 4.000 rpm a 4°C durante 20 minutos e o precipitado foi ressuspendido em 

10 mL de tampão acetato de sódio 10 mM pH 5,0; dialisado contra o mesmo tampão durante 

16 horas, visando a remoção do sal e, filtrado em membrana de PVDF de 0,45 µm.   
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5.7.2. Cromatografia de troca iônica 

O extrato enzimático (10 mL) proveniente da precipitação em sulfato de amônio foi 

submetido à cromatografia de troca iônica em coluna DEAE FF HiTrap (Ge Healthcare), 

acoplada ao sistema Äkta Purifier (Ge Healthcare), equilibrada em tampão acetato de sódio 10 

mM pH 5,0. Para a eluição, aplicou-se um gradiente de 0 60% de tampão acetato de sódio 10 

mM pH 5,0 contendo 0,5 M de NaCl, sob fluxo de 1 mL min-1. As frações obtidas foram 

submetidas à detecção da atividade da lacase e às análises em SDS-PAGE, e zimograma para 

determinação da massa molecular aparente. 

 

5.8. SDS-PAGE e zimograma 

Para a análise de SDS-PAGE, as amostras (100 µL) foram, inicialmente, concentradas 

em speed vac (Thermo) e solubilizadas em 10 µL de tampão acetato de sódio 10 mM pH 5,0 e 

5 µL de tampão de amostra sob condições desnaturantes (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; 10% (v/v) 

SDS; 10% (v/v) β-mercaptoetanol; 50% (v/v) glicerol; 0,5% (p/v) azul de bromofenol) e 

aquecidas a 100°C durante 5 minutos, sendo aplicado 15 µL de amostra no gel de 

poliacrilamida a 12%, utilizando-se o tampão de corrida Tris-Glicina (Tris 0,025 M; Glicina 

0,192 M, SDS 0,1%). Como condições de corrida, aplicou-se uma tensão de 200 V e corrente 

de 50 mA durante, aproximadamente, 1 hora. Após as corridas eletroforéticas os géis foram 

corados com prata a partir da metodologia adaptada de MORRISSEY, 1981). 

Para a análise de zimograma, as amostras (15 µL) foram solubilizadas em 5 µL de 

tampão de amostra (sem β-mercaptoetanol e sem aquecimento) e submetidas às mesmas 

condições de corrida do SDS-PAGE descritas acima. Após as corridas eletroforéticas, os géis 

foram lavados em solução contendo 25% de isopropanol em 0,2 M de acetato de sódio pH 5,0 

por 30 minutos em temperatura de 37°C. Posteriormente, os géis foram lavados com 0,1 M de 

acetato de sódio para remoção do isopropanol e, então, o gel de poliacrilamida foi 

posicionado sobre um gel de agarose 1% preparado com tampão acetato de sódio 10 mM pH 

5,0 contendo 0,2 mM de ABTS e incubados a 37°C por 2 h. Após esse período, o gel foi 

digitalizado (LabScan 5.0, GE Healthcare). 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1. Análise qualitativa da atividade de fenol-oxidases 

Os 10 fungos coletados (10 basidiocarpos) foram, inicialmente, submetidos aos 

ensaios de detecção qualititava da atividade de fenol-oxidases, visando selecionar o fungo 

mais apto à produção de lacase e, destes, apenas seis fungos apresentaram atividade de fenol-

oxidases, sendo as maiores atividades (sinalizada pela formação de halos escuros) expressa 

após 72 horas de cultivo (Figura 3).  

 

Figura 3. Atividade de fenol-oxidases (formação de halo) produzidas por P. sanguineus, L. 

crinitus, H. glabra, Trametes sp. CEST 03 e Trametes sp. CEST 04, a partir do teste de 

Bavendamm. 

 

As linhagens Trametes sp. CES 03 e CES 04 apresentaram as maiores atividades 

dentre os seis fungos com atividade para fenol-oxidases, com halos apresentando o dobro de 

tamanho após 48 horas de cultivo. Ao passo que, Pycnoporus sanguineus foi a espécie com a 

menor dimensão do halo (Figura 3). 

É importante ressaltar que, a baixa atividade apresentada por Pycnoporus sanguineus, 

possivelmente, está relacionado com seus metabólitos, como enzimas e polissacarídeos. 

Dentre os metabólitos produzidos por esses fungos devemos destacar cinabarina, um derivado 

fenoxazínico com atividade antibacteriana e antiviral (SMÂNIA, 1997). Resultado semelhante 

foi obtido para o fungo Lentinus crinitus, que apresentou halos de 3,41 cm em 72 h de cultivo, 

corroborando com os dados encontrados por NEPOMUCENA (2010) (Figura 3).  
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A linhagem Datronia brunneoleuca também apresentou baixa atividade atingindo 

média dos halos de reação de 3,16 cm em 72 h de cultivo, divergindo dos dados obtidos por 

FONSECA (2009) (Figura 3).  

Diversos fatores influenciam a produção de fenol-oxidases e, consequentemente, a 

formação de produtos, podendo-se destacar a composição do meio de crescimento, tempo de 

cultivo, pH, razão carbono: nitrogênio, temperatura, natureza química do substrato, 

luminosidade e aeração (IKEHATA et al., 2004). 

O tempo de cultivo, em particular, pode ser responsável por alterar outras variáveis 

presentes no meio de cultura como, por exemplo, a umidade, que por sua vez pode afetar 

significativamente a produção enzimática do microrganismo em estudo (KARIMA, 2008).  

Nesse sentido, considerando que Trametes sp. CES 03 apresentou as maiores 

atividades de fenol-oxidases, este fungo foi selecionado para as etapas posteriores desse 

estudo. 

Com intuito de verificar a relação entre a as variáveis halo/tempo, realizou-se o 

ajustamento de curvas utilizando-se quatro modelos estatísticos (Tabela 3). De modo geral, o 

modelo geométrico foi o que melhor ajustou os dados para P.sanguineus, D. brunoleuca, e H. 

glabra enquanto que o modelo logarítmico foi melhor expresso para Trametes sp. CEST 03 e 

Tramets sp. CEST 04. O modelo linear foi oque apresentou o melhor ajuste apenas para L. 

crinitus (Tabela 3). 
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Tabela 3. Modelos de ajustamento de curvas entre os tratamentos. 

 Linear  Exponencial Logarítmico Geométrico  

P.sanguineus 

Y’ = a + bX 

Y=0,055+0,028x 

R2= 66,3% 

Y’ = a * e^(bX) 

Y=0,8064*e 
,0167x 

R2= 68,3% 

Y’ =a+b*ln(X) 

Y=-

3,2762+1,3679* 

ln(X) 

R2= 71,5% 

Y’ = a * X^b 

Y=0,0817*x 
0,8125 

R2= 76,12% 

Trametes sp 

CEST 04 

Y=1,0611+0,0286

x 

R2=85,7% 

Y=1,6564*e0,181

x 

R2=78,5% 

Y= -

69538+2,9662* 

ln(X) 

R2=91,9% 

Y= 0,1789*x 

0,8201 

R2=86,7% 

Trametes sp 

CEST 03 

Y= -

06944+0,0889x 

R2=93,3% 

Y= 

0,6226*e0,0324x 

R2=86,3% 

Y=-

11,2706+3,9315* 

ln(X) 

R2=97,9% 

Y= 

0,0118*x1,4627 

R2=94,3% 

L.crinitus 

Y= 

0,6111+0,0382x 
R2=86,3% 

Y= 

1,0507*e0,0164x 
R2=83,8% 

Y= -6171+1,6056* 

ln(X) 
R2=81,7% 

Y= 

0,1641*x0,7000 
R2=82,1% 

H. glabra 

Y= 

1,2944+0,0347x 

R2=71,7% 

Y=1,5605*e0,012

5x 

R2=73,7% 

Y= -

28631+1,5427* 

ln(X) 

R2=75,8% 

Y= 

0,3412*x0,5619 

R2=79,5% 

D.brunneoleuca 

 

Y=0,05192+0,040

1x 

R2=65,8% 

Y=0,8444*e0,020

0x 

R2=68,9% 

Y=-

4,6774+1,8805* 

ln(X) 

R2=74,9% 

Y= 

0,0606*x0,9498 

R2=79,9% 

 

6.2. Identificação molecular 

 A análise filogénica, obtida a partir da comparação da sequência do fungo Trametes 

sp. CES 03 com sequências depositadas no NCBI demonstram alta homologia com os fungos 

Trametes cf. cubensis e T. menziesii (Figura 3). 

 

 AF261536.1 Trametes cinnabarina

 AF393074.1 Pycnoporus cinnabarinus

 AY586703.1 Pycnoporus cinnabarinus

 HM595619.1 Pycnoporus sanguineus

 CEST 003

 KC848408.1 Trametes cf. cubensis

 KC848410.1 Trametes menziesii68

100

39

46

0.001  
 

Figura 4. Árvore filogenética comparando as sequências do fungo CEST 003 com sequências 

de linhagens depositadas no NCBI.  
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6.3. Atividade da lacase 

Na condição de fermentação em estado semi-sólido (FSS), durante o período de 25 dias, 

observou-se alta atividade da lacase em todos os substratos avaliados, havendo diferença 

significante entre o tratamento composto pela mistura de bagaço de cana e marupá (BC+M) e 

bagaço de cana suplementado com solução nutritiva (BC+K), sendo a atividade de BC+K, 

aproximadamente, 2 vezes superior ao encontrado em BC+M (Figura 5). Esse fato, 

possivelmente, está associado aos minerais utilizados na suplementação, uma vez que, um dos 

fatores críticos que afetam diretamente a expressão de lacases são as fontes de carbono e 

nitrogênio, suas concentrações e a razão entre elas (relação C/N), o tipo e a concentração de 

indutores (GALHAUP et al., 2002a; DEKKER et al., 2007). 

 

Figura 5. Atividade da lacase em fermentação em estado semi-sólido (FSS), durante 25 dias 

de cultivo, suplementada com marupá (M), bagaço de cana (BC), bagaço de cana associado à 

marupá (BC+M), marupá suplementado com solução nutritiva* (M+K), bagaço de cana 

suplementado com solução nutritiva* (BC+K) e marupá associado à bagaço de cana e 

suplementado com solução nutritiva* (M+BC+K). *Solução nutritiva de Karp (2012). Letras 

diferentes significam que há diferença estatística entre as médias ao nível de 5% de 

significância pelo teste de Tukey. 

Fu et al. (1997) mostraram que P. sajor-caju Pl-27 produz MnP e Lac, em meios 

contendo bagaço de cana como fonte de carbono em FSS. Os autores observaram que culturas 

contendo menor concentração de nitrogênio proporcionaram níveis mais elevados de MnP. 

Contudo, a atividade de Lac foi semelhante em culturas com alta e baixa concentração do 

nutriente, evidenciando que a suplementação não teve influência sobre esta enzima o que 

pode ser um dos fatores que influenciaram a produção de lacase pelo fungo CEST03 que 

obteve aproximadamente UI/L 50.000 em FSS com os resíduos sólidos empregados nessa 
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análise. Adicionalmente, resíduos bagaço de cana e marupá, tem sido descritos por serem 

ricos em celulose e lignina (PANDEY et al., 2000), o que pode ter contribuído para a 

atividade de lacase observada nesse estudo. 

A influência da concentração de nitrogênio sobre a produção de lacase parece variar de 

acordo com a espécie e linhagem do fungo avaliado (GIARDINA et al., 2010). D’SOUZA et 

al. (1999) avaliaram a produção de lacase por Ganoderma lucidum em condições limitantes e 

não limitantes de nitrogênio (2,4 e 24 mM) e verificaram maior produção de lacase (2880 U 

L-1) em maior concentração desse nutriente. Enquanto HOU et al. (2004) cultivaram 

Pleurotus ostreatus em meio contendo ureia (0,5 e 5,0 g L-1) e verificaram maior produção no 

meio com menor concentração (85 U/mL-1), sugerindo que concentrações maiores de 

nitrogênio estariam inibindo a produção de lacase, corroborando com os resultados 

encontrados nesta pesquisa.  

É importante ressaltar que a maioria das aplicações biotecnológicas requer grandes 

quantidades de enzimas a um custo reduzido e uma das abordagens para esse propósito é 

utilizar o potencial de resíduos lignocelulósicos, que podem conter concentrações 

significativas de carboidratos e indutores enzimáticos assim garantindo a síntese das enzimas 

(ELISASHVILI et al., 2008; GASSARA et al., 2010). Assim, a seleção do resíduo adequado 

com foco na produção enzimática tem papel importante no desenvolvimento de biotecnologia 

eficiente. 

No que diz respeito à fermentação submersa (FSm), composta por extrato de malte 

(EM), a atividade da lacase observada foi substancialmente elevada, havendo a necessidade 

de proceder-se uma diluição (20 vezes), onde, após a diluição, a atividade apresentada foi na 

ordem de 83.000 UI/L e considerada satisfatória para fungos basidiomicetos (Figura 6). 

Nos meios de cultura contendo extrato de malte suplementados com CuSO4 e ABTS 

(EM+CuSO4 e EM+ABTS) observou-se inibição da atividade da lacase (Figura 6). 
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Figura 6. Atividade de lacase em fermentação submersa (FSm), em meio de cultivo contendo 

extrato de malte (EM), suplementado com CuSO4 (EM+CuSO4) e ABTS (EM+ABTS), aos 25 

dias de cultivo. Letras diferentes significam que há diferença estatística entre as médias ao 

nível de 5% de significância pelo teste de Tukey. 

 

 A inibição da atividade da lacase em EM+CuSO4 pode estar relacionado à presença de 

Cu+2, pois mesmo sendo um micronutriente essencial para a maioria dos organismos vivos, a 

exigência deste metal por micro-organismos são, geralmente, em níveis muito baixos, na 

ordem de 1 a 10 mM. Adicionalemnte, na sua forma livre, em níveis mais elevados, o cobre é 

extremamente tóxico para as células microbianas. (Hess et al., 2002). 

Em estudos realizados com Trametes multicolor, a síntese de lacase foi estimulada 

pela adição de cobre após dez dias de crescimento, numa concentração final de 1 mM (HESS 

et al., 2002). De acordo com PERALTA et al. (2004), o estresse provocado pelos íons cobre 

parece ser a razão fisiológica da produção desta enzima por Pleurotus pulmonarius. Além 

disso, o cobre desempenha um importante papel na regulação da expressão gênica das lacases 

(COLLINS; DOBSON, 1997). 

BALDRIAN e GABRIEL (2002) estudaram a produção de lacases por Pleurotus 

ostreatus em meio líquido, sob limitação de nitrogênio e na presença de metais, mostrando 

que a adição de cobre ou cádmio resulta na indução enzimática, independentemente do tempo 

em que estes são adicionados ao meio, aumentando também a estabilidade destas enzimas. 

Estudos realizados em Pleorotus ostreatus, Trametes versicolor e Volvariella  

volvacea mostraram que a expressão do gene da lacase na transcrição gênica é regulada pela 
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presença de cobre e vários compostos aromáticos (COLLINS; DOBSON, 1997; PALMIERI 

et al., 2000; CHEN et al., 2004a). ELISASHVILI et al. (2010) relatam que a estrutura e a 

concentração dos compostos aromáticos desempenham uma importante função na regulação 

da síntese enzimática. 

PALMIERI et al. (2003) detectaram a produção de duas isoenzimas de lacases em P. 

ostreatus, utilizando culturas suplementadas com cobre. A biossíntese enzimática deste fungo 

sofre influência de fatores como concentração das fontes de carbono e nitrogênio, suprimento 

de oxigênio, pH e proporção do inóculo (QINNGHE et al., 2004; MIKIASHVILI et al., 

2006). 

Apesar de a literatura evidenciar o potencial do CuSO4 e ABTS como indutores para 

lacase, nesse estudo com Trametes houve uma inibição significante na determinação de 

lacase, isso possívelmente pode relacionado com a concentração utilizada no experimento 

(150 μM).  

A produção de lacase em meio líquido também pode ser influenciada pela agitação, 

onde sob baixa agitação, a produção de lacase é favorecida, enquanto uma agitação alta pode 

e reduzir a síntese dessa molécula, por stress mecânico (FENICE et al., 2003; WESENBERG 

et al., 2003; COUTO; TOCA-TERRERA 2007). FENICE et al. (2003) demonstraram que a 

atividade da lacase de Panus tigrinus é fortemente afetada pela velocidade da agitação, onde 

acima de 500 rpm houve uma redução dos níveis de atividade enzimática (FENICE et al., 

2003).  

Na fermentação submersa (FSm), composta por meio Czapek (CZP), a atividade da 

lacase também foi significativa, embora com valores inferiores quando comparada à FSm em 

meio (EM) (Figuras 6 e 7). Adicionalmente, não houve diferença entre os tratamentos sem 

suplementação (CPZ) e com CuSO4 (CPZ+ CuSO4) e ABTS (CZP+ABTS) (Figura 7). 

No meio Czapek, a atividade da lacase também foi sinificativa, embora menor quando 

comparado ao meio malte (Figura 5). A fermentação utilizando o meio Czapek sem e com 

suplemento de CuSO4 e ABTS, mostraram-se estatisticamente iguais ao nível de 5% de 

significância pelo teste de Tukey (Figura 6). Isso possivelmente está relacionado pelo fato de 

cobre ser considerado um dos indutores de lacase mais eficientes, já que é necessário para a 

síntese das cobre polifenoloxidases (GALHAUP et al., 2001; DEKKER et al., 2007). 
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Figura 7. Atividade da lacase em fermentação submersa (FSm), em meio de cultivo contendo 

Czapek (CZP), suplementado com CuSO4 (CPZ+CuSO4) e com ABTS (CPZ+ABTS), durante 

25 dias de cultivo. Letras iguais significam que há não diferença estatística entre as médias ao 

nível de 5% de significância pelo teste de Tukey. 

 

A influência do cobre sobre a regulação da expressão gênica da lacase tem sido 

relatada para diversas espécies de fungos e, parece ocorrer via elementos sensíveis a metal 

(MRE – metal responsive element) presentes na região promotora de genes de lacase e que 

são indiretamente afetados pela presença de cobre no meio de cultivo (PALMIERI et al., 

2000; FARACO, 2003; CAVALAZZI et al., 2005; NITHERANONT, 2011; KARP, 2012).  

Assim, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se inferir que a fermentação 

submersa (FSm) sob agitação, respondeu de forma positiva à presença de CuSO4, contudo, 

estudos envolvendo a expressão de lacases em Trametes cubensis, quando submetidos a 

diferentes condições de cultivo, ainda faz-se necessário, visando maior entendimento dos 

mecanismos reguladores dessa classe enzimática.  

A atividade de lacase em Fermentaçaão em Estado Sólido (FSS) foi determinada a 

partir da oxidação do 2,2”-azino-bis-etilbenthiazolina (ABTS) de acordo com Buswell et al. 

(1995). Em um período de 25 dias de atividades, observou-se de uma excelente atividade de 

Lacase nos distintos substratos avaliados (Figura 8). Porém, no quinto dia constatou-se um 

aumento significativo de Lacase nos substratos: BC; (120.000 UI/L); M (180.000 UI/L) e 

BC+M (110.000 UI/L). Por outro lado com a adição do meio mineral (KARP), obteve-se uma 

atividade também significante de Lacase. No entanto, inferior quando comparado aos outros 
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substratos sem adição deste meio. Isso possívelmente esteja relacionado com a composição 

deste meio mineral que continha CuSO4. 

 

 

Figura 8. Atividade da lacase em fermentação em semi-sólida (FSS), durante 25 dias de 

cultivo suplementada com bagaço de cana (BC), marupá (M), bagaço de cana associado à 

marupá (BC+M), bagaço de cana suplementado com solução nutritiva* (BC+K), marupá 

suplementado com solução nutritiva* (M+K) e marupá ssociado à bagaço de cana e 

suplementado com solução nutritiva* (M+BC+K) *Solução nutritiva de Karp (2012). 
 

 A influência dos metais na produção de lacases é conhecida para uma ampla variedade 

de fungos, sendo o cobre um dos principais indutores de lacases.  

COLLINS e DOBSON (1997) demonstraram que para Trametes versicolor a presença 

de 400 μM de cobre no meio de cultivo provocou um aumento de 18 vezes na atividade de 

lacase (2500 U L-1). FONSECA et al. (2010) verificaram que diferentes espécies nativas da 

Argentina Ganoderma applanatum, Peniophora sp., Pycnoporus sanguineus, Coriolus 

versicolor e F.antarcticus) produziram mais lacase na presença de 500 μM de cobre. 

Peniophora sp. foi o melhor produtor de lacase nessa condição (~4140 U L-1), mas G. 

applanatum mostrou-se especialmente sensível à adição desse metal, elevando a sua produção 

cerca de 40 vezes (~1850 U L-1) na presença de cobre.  

Os dados atuais estão em discordância da literatura citada, isso possivelmente esteja 

relacionada com a concentração utilizada no meio de (KARP, 2012), que foi de 150 μM 

dentre outros minerais. Entretanto, mesmo o CuSO4 a 150 μM atuando de forma contrária, 

obtivemos resultados ainda superiores quando comparados à literatura citada, chegando ao 

pico de atividade no 10o dia, obtendo uma média aproximada de 100.000 UI/L (Figura 9). 
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Figura 9. Atividade da lacase em fermentação submersa (FSm), em meio de cultivo contendo 

extrato de malte (EM), suplementado com CuSO4 (EM+CuSO4) e ABTS (EM+ABTS) e em 

meio Czapek (CZP), suplementado com CuSO4 (CZP+CuSO4) e ABTS (CZP+ABTS). 

 

Na fermentação em submersa (FSm) utilizando o Meio Extrato de Malte como única 

fonte de Carbono, observou-se um resultado expressivo na determinação de Lacase, chegando 

esta enzima ao pico da produção no 5o dia de Atividade média de 140.000 UI/L. Para o 10o 

dia obteve-se média de 120.000 UI/L e no 15o dia de Fermentação 100.000 UI/L (Figura 9). 

Outro ponto que merece nossas considerações foi o período de 15 dias em que a cepa CEST 

03 manteve uma regular produção de Lacase. Nos demais dias de Fermentação obteve-se uma 

discreta atividade. Isso possivelmente esteja relacionado com o consumo do meio ou uma 

possível interferência dos indutores CuSO4 e ABTS.  

É importante ressaltar que, os resultados encontrados para Trametes, tanto na 

fermentação submersa, como na fermentação semi-sólida, apresentaram os maiores resultados 

de atividade da lacase no quinto dia fermentação.  

Vários compostos orgânicos e inorgânicos têm sido descritos como inibidores de 

lacase. Segundo Morozova et al. (2007) ânions inorgânicos como fluoreto (F-), cloreto (Cl-), 

azida (N3
-), cianeto (CN-) e hidroxila (OH-) ligam-se ao sítio catalítico da enzima e impedem 

a transferência de elétrons do sítio T1 para o cluster T2/T3, inibindo a atividade enzimática.  

Íons metálicos (Al3+, Fe2+, Hg2+, K+, Na+, Pb2+ e Zn2+) e compostos orgânicos como 

ditiotreitol, ácido tioglicólico, dietil ditiocarbamato, L-cisteína e EDTA também parecem 

inibir lacases, contudo, alguns inibidores parecem afetar os subprodutos da degradação do 
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ABTS ao invés de, de fato, inibirem a atividade de lacase (BALDRIAN, 2006).  

 

6.3.1. Ajustamento de curvas para a atividade de Lacase  

Visando verificar a resposta da atividade da lacase ao longo do tempo de fermentação 

semi-sólida (FSS) realizou-se testes de regressão, com ajustamentos de curvas, para definir o 

melhor modelo estatístico que justificasse a relação entre as duas variáveis (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Regressão linear da atividade da lacase em fermentação semi-sólida (FSS) em 

função do tempo, em meio de cultivo suplementado com marupá (M), bagaço de cana 

associado à marupá (BC+M)), bagaço de cana (BC), bagaço de cana suplementado do solução 

nutritiva* (BC+K), bagaço de cana associado à marupá e suplementado com solução 

nutritiva* (BC+M+K) e marupá suplementado com solução nutritiva* (M+K). Solução 

nutritiva de Karp (2012). 
 

No tratamento utilizando resíduos de bagaço de cana associado ao marupá (BC+M), os 

modelos que mais se ajustaram foram os lineares (Figura 10). O tratamento com bagaço de 

cana suplementado com o meio mineral (BC+K), apresentou modelos estatísticos geométricos 

com R2= 85,07 e 81,25% (Figura 10). 
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A FSS utilizando apenas o bagaço de cana (BC) apresentou modelo estatístico 

logarítmico, onde a atividade de lacase diminui à medida que o tempo de fermentação 

aumenta. Tal comportamento pode estar relacionado com o término da disponibilidade de 

carbono. Por outro lado, comportamento distinto foi evidenciado na fermentação em estado 

sólido quando acrescido de meio mineral, BC+M+K e M+K (Figura 10).). 

 

 

Figura 11. Regressão linear da atividade da lacase em fermentação submersa (FSm) em 

função do tempo, em meio de cultivo em extrato de malte (EM), suplementado com CuSO4 

(EM+ CuSO4) e ABTS (EM+ABTS) e em meio Czapek (CZP), suplementado com CuSO4 

(CZP+ CuSO4) e ABTS (CZP+ABTS). 
 

 6.4. Atividade da lignina peroxidase (LiP)  

Na fermentação semi-sólida (FSS), utilizando diferentes fontes de carbono, a lignina 

peroxidase (LiP) apresentou atividade diferenciada entre os distintos meios de suplementação, 

sendo a maior atividade enzimática observada em meio contendo bagaço de cana associado ao 

marupá (BC+M), com valores médios de, aproximadamente, 50.000 (UI/L) (Figura 12). 

Entretanto, as melhores médias entre os dias de FSS foram atingidos entre o quinto e o 

décimo dia de atividade. Isso possivelmente esteja relacionado com o consumo do substrato 

ou ainda com o metabolismo do fungo, pois durante todo o experimento foi possível observar 

os picos da atividades entre os dias descritos acima.  
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Figura 12. Atividade da lignina peroxidase em fermentação em estado semi-sólido (FSS), 

durante 25 dias de cultivo, utilizando meio suplementado com marupá (M), bagaço de cana 

(BC), bagaço de cana associado à marupá (BC+M), marupá suplementado com solução 

nutritiva* (M+K), bagaço de cana suplementado com solução nutritiva* (BC+K) e marupá 

associado à bagaço de cana e suplementado com solução nutritiva (M+BC+K). *Solução 

nutritiva de Karp (2012). Letras diferentes significam que há diferença estatística entre as 

médias ao nível de 5% de significância pelo teste de Tukey.  

 

Segundo KAMIDA e DURRANT (2005), estudando a espécie Pleurotus sajor-caju 

observaram a atividade máxima da lignina peroxidase após 9 dias de fermentação semi-sólida 

suplementada com bagaço de cana contendo efluente têxtil, corroborando com os dados 

encontrados para Trametes, com, aproximadamente, 50.000 UI/L de atividade no quinto de 

fermentação, em meio contando bagaço de cana. 

De acordo com AGGELIS et al. (2003), das três principais enzimas ligninolíticas 

produzidas por fungos causadores de degradação branca (lacase, lignina peroxidase e 

manganês peroxidase), somente as lacases foram detectadas durante o crescimento de 

Pleurotus ostreatus em ensaios realizados em biorreator contendo efluentes da indústria de 

óleo de oliva.  

É importante ressaltar que, as variações nas atividades enzimáticas encontradas, 

incluindo Trametes, podem ser decorrentes da composição do meio de cultivo. 

Quanto à fermentação submersa (FSm) em meio Czapek, suplementado com CuSO4 e 

ABTS, não foi observada diferença entre o controle e o meio acrescido de CuSO4, sugerindo-

se que a participação do ABTS como indutor da atividade enzimática  (Figura 13). Ao passo 
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que, em meio malte os tratamentos suplementados com CuSO4 e ABTS não diferiram do 

controle (Figura 14). 

 

Figura 13. Atividade da lignina peroxidase em fermentação submersa (FSm) utilizando meio 

Czapek (CZP), suplementado com CuSO4 (CZP+ CuSO4) e ABTS (CZP+ABTS), durante 25 

dias de cultivo. Letras diferentes significam que há diferença estatística entre as médias ao 

nível de 5% de significância pelo teste de Tukey. 

 
Figura 14. Atividade da lignina peroxidase em fermentação submersa (FSm) utilizando meio 

extrato de malte (EM), suplementado com CuSO4 (EM+ CuSO4) e ABTS (EM+ABTS), 

durante 25 dias de cultivo. Letras diferentes significam que há diferença estatística entre as 

médias ao nível de 1% de significância pelo teste de Tukey. 

 

6.5. Atividade da manganês peroxidase (MnP) 

Na fermentação em estado semi-sólido (FSS), durante 25 dias de cultivo, não foi 

observada diferença na atividade enzimática da manganês peroxidase (MnP) entre os 

tratamentos utilizando como rersíduos bagaço de cana (BC) e marupá (M). Contudo, quando 

avaliado o tratamento de bagaço de cana consorciado com marupá (BC+M), verificou-se uma 
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potencialização da atividade da MnP (Figura 15). 

 

Figura 15. Atividade da manganês peroxidase (MnP) em fermentação em estado semi-sólido 

(FSS), durante 25 dias de cultivo, utilizando resíduo de marupá (M), bagaço de cana (BC) e 

bagaço de cana associado à marupá (BC+M). Letras diferentes significam que há diferença 

estatística entre as médias ao nível de 1% de significância pelo teste de Tukey. 

 

Em meios suplementados com solução nutritiva observou-se aumento da atividade da 

MnP, apresentando diferença entre os tratamentos, sendo BC+K o substrato com maior 

influência sobre a MnP, resultando em uma maior atividade enzimática (Figura 16).  

 

Figura 16. Atividade da manganês peroxidase (MnP) em fermentação em estado semi-sólido 

(FSS), durante 25 dias de cultivo, utilizando resíduo de marupá suplementado com solução 

nutritiva* (M+K), bagaço de cana suplementado com solução nutritiva* (BC+K) e bagaço de 

cana associado à marupá e suplementado com solução nutritiva* (BC+M+K). *Solução 

nutritiva de Karp (2012). Letras diferentes significam que há diferença estatística entre as 

médias ao nível de 1% de significância pelo teste de Tukey.  
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Segundo BONNEN et al. (1994), ao cultivar o fungo Trametes villosa em fermentação 

semi-sólida, observou a máxima atividade da enzima MnP no 10° dia de cultivo (23 U g-1). 

Ao passo que Agaricus bisporus, cultivado em FSS, apresentou atividade máxima de 2,4 U g-

1 no 5° dia de cultivo (ALEXANDRINO et al., 2007). Assim, os dados obtidos para 

Trametes sp. encontram-se cerca de 350 e 3.300 vezes superiores ao encontrado para 

Trametes villosa e Agaricus bisporus.  

Quanto à fermentação submersa (FSm) utilizando o meio extrato de malte e 

suplementado com CuSO4 e ABTS, a atividade da MnP foi estatisticamente diferente entre os 

tratamentos, sendo potencializada na presença dos dois indutores estudados, com a maior 

atividade observada em meio contendo CuSO4 (Figura 17).  

 

Figura 17. Atividade da manganês peroxidase (MnP) em fermentação submersa (FSm), 

durante 25 de cultivo, utilizando meio extrato de malte (EM), suplementado com CuSO4 

(EM+CuSO4) e ABTS (EM+ABTS). Letras diferentes significam que há diferença estatística 

entre as médias ao nível de 1% de significância pelo teste de Tukey. 

 

Na fermentação submersa (FSm) em meio Czpapek (CZP), a atividade da MnP foi, 

cerca de, 3 vezes superior na presença de CuSO4, quando comparada ao meio suplementado 

com ABTS (Figura e 18). 
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Figura 18. Atividade da manganês peroxidase (MnP) em fermentação submersa (FSm), 

durante 25 dias de cultivo, utilizando meio Czapek (CZP), suplementado com CuSO4 (CZP+ 

CuSO4) e ABTS (CZP+ABTS). Letras diferentes significam que há diferença estatística entre 

as médias ao nível de 1% de significância pelo teste de Tukey. 

 

A atividade de MnP é sensível à presença de alguns metais. Vários metais (cobre, 

ferro, manganês, molibidênio, zinco e níquel) são essenciais para o crescimento fúngico e 

também atuam como co-fatores enzimáticos induzindo a atividade ligninolítica (BALDRIAN 

et al., 2005). Entretanto, estes metais são tóxicos ao fungo quando em excesso, podendo inibir 

o crescimento e a atividade de enzimas ligninolíticas (BALDRIAN, 2003; HATVANI; MÉCS 

2003). 

Estudos envolvendo Lentinus edodes demonstram a produção de 1,5 U/mL de 

atividade de MnP, quando cultivado, durante 7 dias, em substrato composto por uma mistura 

de resíduo de malte, serragem de carvalho e perlito (vidro vulcânico utilizado para aerar o 

meio) (HATVANI e MÉCS, 2001). No trabalho realizado por FUJIAN et al. (2001), com 

Pleurotus sajor-caju, desenvolveu-se um perfil de produção de MnP utilizando-se meio 

contendo palha explodida a vapor e farelo de trigo, sendo a atividade máxima atingida de 1,3 

U/mL em cinco dias de cultivo.  

ARORA et al. colaboradores (2002) avaliaram a produção de MnP em sete linhagens 

de basidiomicetos sob condição de fermentação em estado sólido, utilizando palha de trigo 

como substrato, durante 32 dias de cultivo e, constataram que a produção mais significativa 

de MnP foi de 29,8 U/mL apresentada pelo fungo Phlebia radiata. Ao passo que, Pleurotus 

ostreatus, quando cultivado em palha de trigo, apresenta pico máximo de atividade de MnP 

no sétimo dia de cultivo, com 0,006 U/mL (SHRIVASTAVA et al., 2005). 
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Os fungos de degradação branca, de modo geral, produzem diferentes combinações 

das enzimas do complexo ligninolítico, podendo produzir LiP e MnP, ou MnP e lacase, ou 

LiP e lacase, ou ainda, produzir apenas lacase e outras enzimas (HATTAKKA, 1994; 

BALAN; MONTEIRO, 2001). Adicionalmente, a produção combinada das enzimas MnP e 

lacase tem sido descritas como a forma mais comum expressada por fungos de degradação 

branca (PELAEZ et al., 1995; NERUD; MISURCOVA, 1996). Ademais, a atividade de MnP 

e/ou lacase podem ser suficientes na degradação da lignina em alguns fungos (NERUD, 

1996).  

 

6.6. Purificação da lacase  

O extrato enzimático, proveniente da fermentação em estado sólido (FSS), utilizando 

resíduo de marupá durante 10 dias de cultivo, após as etapas de precipitação com sulfato de 

amônio e cromatografia de troca iônica, resultou na purificação parcial da lacase, com 

rendimento de 40% e fator de purificação 1,5 vezes (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Purificação e rendimento em diferentes etapas de purificação de lacase de Tramets 

cubensis. 
Passos Volume 

(mL) 

Atividade 

Específica 

(U/mg) 

Atividade 

Total  

(mg) 

Atividade 

Recuperada 

(%) 

Proteínas 

(µg/mL) 

Fator de 

Purificação 

Extrato 

Bruto 
26  140,78 366,02 100% 12,3 1 

Precipitação 

em 

(NH4)2SO4   

10  2,06 206,00 56% 24,3 0,014 

HiTrap 

DEAE FF 
7  212,15 148,50 40% 0,2 1,506 

 

As lacases produzidas por fungos tem sido amplamente purificadas por meio da 

combinação de várias técnicas, incluindo etapas de precipitação com sais e/ou solventes e 

cromatografias, destacando-se a precipitação com acetona e sulfato de amônio e 

cromatografias de exclusão molecular, troca iônica, hidrofobicidade e afinidade.  

Quanto aos parâmetros cinéticos, as constantes de Michaelis-Menten (Km), velocidade 

máxima de reação (Vmax) e Kcat, foram determinadas a partir da variação na concetração do 
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substrato ABTS 0,03% (p/v), sendo os valores das constantes obtidos a partir da equação de 

Lineweaver-Burk ou duplo-recíproco (Figura 19).  

 

 

Figura 19. Gráfico de Lineweaver-Burk ou duplo-recíproco. 

 

A partir da tabulação dos dados, obteve-se Km de 6,66 m, Vmax de 33,33 e Kcat de 

0,224, evidenciando, desta maneira, que a lacase parcialmente purificada de Trametes sp. 

consiste em uma enzima Michaeliana. 

 

6.7. SDS-PAGE 

Após a cromatografia de troca iônica, as frações com a presença de atividade da 

lacase foram reunidas e submetidas à análise em SDS-PAGE e zimograma (Figura 20). A 

partir destes métodos, observou-se que a lacase parcialmente purificada apresenta massa 

molecular aparente de 40 kDa (Figura 20). 

 

Figura 20. SDS-PAGE (a) e zimograma (b) da lacase parcialmente purificada de Trametes sp. 
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Muitos fungos secretam isoformas de lacase (LEONTIEVSKY et al., 1997) que 

podem se originar a partir do mesmo ou de diferentes genes que codificam essa enzima lacase 

(ARCHIBALD et al., 1997). O número de isozimas difere entre as espécies e também dentro 

das espécies, dependendo se eles são induzidas ou não induzidas (ASSAVANIG et al., 1992). 

OBARA et. al. (2005) realizaram eletroforese PAGE em condições nativas da fração 

obtida da cromatografia DEAE-Celulose de Botryosphaeria rhodina que revelou somente 

uma banda colorida correspondente ao substrato ABTS oxidado, indicando a presença de 

proteínas com atividade de lacases PPO-I.  
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7. CONCLUSÃO 

  No teste qualitativo com o teste de Bavedamm a cepa CEST 03, evidenciou um 

resultado significante na formação de halos indicativos de fenol oxidases com média 

de 5,5 mm. 

  A cepa CEST -03 mostrou resultados promissores na produção de Lacase e Lignina 

Peroxidase, tanto em   FSm e FSS;  

 O pico de maior atividade de Lacase ocorreu no 5o dia de atividade em ambas 

fermentações; 

 A maior atividade de lacase em FSS, foi obtida utilizando o Marupá como única fonte 

de carbono, obtendo média de 180.000 UI/L de lacase; 

 A maior atividade de lacase em FSm ocorreu quando foi utilizando o extrato de malte, 

atingindo uma média de 150.000 UI/L no quinto dia de fermentação; 

 A presença de indutores na maioria das vezes inibiu a atividade enzimática; 

 Apesar dos resultados favoráveis, urge a necessidade de variar as concentrações de 

ABTS e CuSO4 e ainda testar outros indutores; 

  A recuperação da enzima foi de 40% e o Fator de Purificação foi de 1,5;  

  A massa molecular aproximada foi de 40 KDa. 



55 
 

7.1. Considerações Finais e sugestões 

 É importante variar as concentrações dos indutores como por exemplo CuSO4 na 

tentativa de obter resultados ainda mais expressivos quanto a atividade enzimática; 

 Avaliar outros indutores como xilidina, etanol, guaiacol e outros;  

 Utilizar biorreatores obtendo assim um maior controle sobre componentes 

fundamentais para a melhoria dos resultados como: N, O2 e agitação variando ainda as 

bateladas entre contínua ou descontínua e com isso acenar a possibilidade de 

potencializaçao dos resultados; 

 Avaliar ainda outros tipos de Colunas como a de exclusão molecular S-200; coluna de 

alta performance HP; ou ainda que utilize a hidrofobicidade, com o objetivo de melhor 

a recuperação da proteína. 
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