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INTRODUÇÃO 

A lignina, uma macromolécula complexa presente na parede celular das plantas 

vasculares, confere resistência e impermeabilidade, dificultando a degradação rápida e o 

acesso a carboidratos úteis para a produção de biocombustíveis. A degradação eficiente 

da lignina é crucial para a produção sustentável de bioetanol, especialmente a partir de 

bagaço de cana-de-açúcar (Shimizu, 2018). 

O fungo Ganoderma boninense produz enzimas ligninolíticas, como as lacases, 

que são eficazes na degradação da lignina. Essas enzimas têm alto potencial industrial 

devido à sua resistência a variações de temperatura e pH, tornando-as ideais para a 

produção de biocombustíveis e outros processos biotecnológicos (Binod et al., 2011). A 

produção heteróloga de lacase em Escherichia coli através de técnicas de DNA 

recombinante permite a produção em larga escala da enzima, oferecendo uma alternativa 

sustentável e eficiente para a produção de bioetanol e outras aplicações industriais 

(Keasling, 2012; Fakruddin et al., 2013). O objetivo deste trabalho é produzir a lacase de 

Ganoderma boninense de forma heteróloga usando células de E. coli. 

 

MATERIAL E MÉTODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente) 

 



O estudo envolveu a construção de um gene sintético para a lacase do fungo 

Ganoderma boninense, utilizando sequências de nucleotídeos extraídas de um artigo 

científico e ferramentas como OligoAnalyzer 3.1 e SignalP 4.1 para desenhar primers e 

identificar o peptídeo sinal. O gene foi clonado no vetor pET32 com sítios de restrição 

Nco I e Hind III e inserido nas células competentes BL21 e BL21 star. A transformação 

foi realizada em meio Luria-Bertani (LB) com ampicilina, e a expressão proteica foi 

induzida com diferentes concentrações de IPTG e temperaturas, sendo analisada por SDS-

PAGE para verificar a presença e solubilidade da lacase. 

Para aprimorar a expressão da lacase, o meio LB foi modificado, substituindo 

triptona por peptona, e novos experimentos de indução foram realizados nas temperaturas 

de 37°C e 25°C que posteriormente foram novamente analisadas por SDS-PAGE. Essas 

alterações permitiram uma melhor análise da expressão proteica, revelando uma 

expressão mais clara da lacase e fornecendo dados valiosos sobre a produção da enzima 

nas diferentes cepas e condições de cultivo. 

RESULTADOS E/OU DISCUSSÃO  

 

As transformações foram positivas tanto para a cepa BL21 quanto para Bl21star. 

 

               BL21                                                             BL21star 

 

figura 1. Transformação das cepas BL21 e BL21star com o vetor pET32a. 

 

Em todas as condições submetidas de temperatura (37°C; 25°C e 48°C) e 

concentração de IPTG (0,1mM; 0,5mM e 1,0mM) , a proteína da lacase  foi expressa 

tanto na cepa da BL21 quando na BL21 star apenas na fração insolúvel. No entanto, a 

condição que obteve uma maior expressão da proteína lacase, foi a temperatura de 25°C, 

em concentração 1,0 de IPTG apenas na fração insolúvel da cepa BL21 star.  



 

 

figura 3. Expressão da lacase na cepa BL21 e BL21star ( LB-25°C)- Concentrações de 

IPTG em mM. 

No segundo teste de expressão da lacase, o meio LB foi alterado substituindo a 

triptona por peptona, após resultados insatisfatórios nos primeiros géis onde a expressão 

da enzima não era suficientemente visível. A peptona, derivada de proteínas animais ou 

vegetais, oferece uma diversidade nutricional maior, o que favorece um crescimento 

microbiano mais robusto e eficiente para a produção de proteínas recombinantes, como a 

lacase (Walkil et al., 2017). 

 

figura 3. Expressão da lacase na cepa BL21star ( LB-37°C e 25°C)- Concentrações de 

IPTG em mM. 

A substituição de triptona por peptona melhorou significativamente os resultados, 

com os géis mostrando uma expressão mais clara da lacase nas cepas BL21 e BL21 star 
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a 37°C e a 25°C. A expressão da enzima foi mais notável na fração insolúvel e foi 

particularmente eficaz na cepa BL21 star a 25°C, indicando que essa combinação de cepa 

e temperatura pode otimizar a produção da lacase (Figura 3). 

Após identificar que a melhor condição de expressão da enzima lacase foi na cepa 

BL21 star sob temperatura de 25°C na contração 0,5mM de IPTG, a próxima etapa será 

a produção em grande escala da mesma para que seja purificada  utilizando uma coluna 

cromatográfica HisTrap HP em diferentes concentrações de Imidazol (50mM, 75mM, 

150mM, 250mM e 500mM) e para a confirmação de qual fração a proteína foi melhor 

purificada será feita através do gel de SDS-PAGE e sem seguida sera avaliada a atividade 

enzimática. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS (ou Conclusão) 

Este trabalho confirmou a expressão da enzima lacase de Ganoderma boninense 

em E. coli, com melhorias significativas após a substituição da triptona por peptona no 

meio LB. Apesar disso, a enzima foi encontrada predominantemente na fração insolúvel, 

indicando a necessidade de otimizar as condições de expressão para melhorar sua 

solubilidade. A cepa BL21 star a 25°C mostrou-se particularmente eficaz, e as próximas 

etapas devem focar na purificação da lacase e na realização de testes enzimáticos para 

avaliar e otimizar sua funcionalidade. 
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