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RESUMO

Introducdo: Amphobotrys ricini € um fungo fitopatogénico que infecta a espécie
vegetal conhecida como mamoneira. Sabe-se que o fungo produz enzimas de
importancia biotecnolégica para colonizar vegetais. Dado o pouco conhecimento
sobre seus produtos de secrecao, torna-se importante investigar sua capacidade de
produzir proteases e ligninases. Objetivo: Produzir, isolar parcialmente e
caracterizar proteases e ligninases produzidas pelo A. ricini através de cultivos em
estado sdlido e propor aplicacbes para as enzimas obtidas. Metodologia: O fungo
foi cultivado sobre diferentes residuos e coprodutos agroindustriais, para definir as
melhores condicbes de produgcédo de proteases e ligninases, e a partir delas, as
enzimas foram extraidas e submetidas a técnicas de isolamento e caracterizacao.
As ligninases obtidas tiveram seu potencial de descoloracdo de corantes medido e
as proteases foram submetidas a testes de atividade sobre a caseina, o colageno e
a coagulacao de leite. Resultados e Discusséo: Das ligninases investigadas, foram
encontradas apenas lacases. O fungo foi capaz de promover descoloracdo em meio
de cultura contendo azul de bromofenol. As lacases foram parcialmente isoladas por
precipitacdo salina e cromatografia de troca idnica. Entre as atividades apresentadas
pelas proteases, foi possivel confirmar atividade sobre a caseina, o colageno e a
capacidade de coagular o leite. As enzimas foram parcialmente purificadas através
de extracdo em sistema aquoso bifasico. Conclusdes: O fungo é um produtor de
lacases com capacidade de biorremediacdo de corantes e outras moléculas
contaminantes de efluentes industriais, suas caseinases podem ser aplicadas na
fabricacéo de laticinios e foi confirmada a presenca de atividade colagenolitica, que

possui grande importancia na industria alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: Amphobotrys ricini; Lacase; Descoloracéo; Caseinase;

Colagenase.



ABSTRACT

Introduction: Amphobotrys ricini is a phytopathogenic fungus that infects a plant
species known as castor bean. It is known that the fungus produces enzymes of
biotechnological importance to colonize plants. Given the little knowledge about its
strengthening products, it is important to investigate its ability to produce proteases
and ligninases. Objective: To produce, partially isolate and characterize proteases
and ligninases produced by A. ricini through solid state cultivation and propose
applications for the transmitted enzymes. Methodology: The fungus was cultivated
on different residues and agro-industrial co-products, to define the best conditions for
the production of proteases and ligninases, and from them, the enzymes were
extracted and provided for isolation and characterization techniques. The external
lignins had their dye discoloration potential measured and the proteases were
maintained for activity tests on casein, collagen and milk coagulation. Results and
Discussion: Of the investigated ligninases, only laccases were found. The fungus
was able to promote discoloration in a culture medium containing bromophenol blue.
The laccases were partially separated by salt precipitation and ion exchange
chromatography. Among the activities developed by the proteases, it was possible to
confirm the activity on casein, collagen and the ability to coagulate milk. Enzymes
were partially purified by ingestion in a biphasic aqueous system. Conclusions: The
fungus is a producer of laccases capable of bioremediation of dyes and other
contaminants from industrial effluents, its caseinases can be applied in the
manufacture of dairy products and the presence of collagenolytic activity was

confirmed, which is of great importance in the food and pharmaceutical industry.

Keywords: Amphobotrys ricini; Laccase; Discoloration; caseinase; collagenase.
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1 INTRODUCAO

Amphobotrys ricini € um fungo filamentoso mais conhecido pelo seu carater
fitopatogénico na infeccdo da espécie Ricinus communis L., conhecida também
como mamoneira (MILANI et al., 2005). A infeccdo que o fungo produz nesse
vegetal é chamada de mofo cinzento (YAMUNA et al., 2015). Essa infeccdo é
importante, pois pode levar a perdas de até 100% da colheita da mamoneira (DE
LIMA et al., 2015). O derivado mais usado da mamoneira é o 0leo extraido dos
frutos, que possui propriedades desejaveis na fabricacdo de varios produtos de
importancia médica (CARVALHO, 1997; GIBELLI, 2001), além do potencial na
producdo de biodiesel, sendo colocada no programa naciona de biodiesel do
Brasil pela Lei 11.097 de 13 de Janeiro de 2005 (CAVALCANTE et al., 2008).

Entretanto, esse fungo possui pouquissimas informacdes disponiveis sobre as
proteinas que produz, sendo a Uunica proteina isolada a endoglucanase
caracterizada por Silva et al. (2018), usada na sacarificacdo de residuos
agroindustriais. Enzimas sao biomoléculas interessantes para diversas aplicacdes
devido a alta especificidade aos seus substratos especificos (NELSON & COX,
2015). Sabe-se que esse fungo produz algumas enzimas industrialmente
importantes, como lipases, celulases, proteases e pectinases (CHAGAS, 2012).
Porém, para indicar potenciais aplicacbes biotecnolégicas de enzimas, é
desejavel caracteriza-las no seu maior grau de pureza possivel.

As ligninases sao enzimas degradadoras de lignina. As ligninases mais
comuns sao as lacases, as manganés peroxidases, as ligninas peroxidases e as
peroxidases versateis (KUMAR & CHANDRA, 2020). Sdo enzimas produzidas por
varios microorganismos, incluindo fungos (KUMAR & CHANDRA, 2020). Sabe-se
que o A. ricini produz enzimas para a invasdo de células vegetais do seu
hospedeiro preferencial, a mamoneira (THOMAS & ORELLANA, 1963). Também
é conhecido que a mamoneira é uma planta vascular (MELO, BELTRAO & DA
SILVA, 2003) e que a lignina esta presente em todas as plantas vasculares
(WONG, 2009).

As ligninases sdo enzimas capazes de degradar uma grande sorte de
moléculas organicas (VALLI, WARIISHI & GOLD, 1990; WONG, 2009; KUMAR &
CHANDRA, 2020), portanto sado usadas para diversas aplicacdes biotecnoldgicas,

como biorremediacdo, processamento de alimentos, processos ligados ao
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reestabelecimento da saude, prospeccao de biossensores e em nanotecnologia,
fabricacdo de papel, polpa de celulose, processos petroquimicos, téxteis e
degradacédo de corantes (OLAJUYIGBE & FATOKUN, 2017; COUTO &
HERRERA, 2006; Al, WANG & HUANG, 2015; UPADHYAY, SHRIVASTAVA &
AGRAWAL, 2016; WONG, 2009).

Proteases sdo enzimas hidroliticas com capacidade de romper ligacdes
peptidicas de outras proteinas e peptideos (NELSON & COX, 2015). Proteases
microbianas sdo pelo menos dois tercos do total de proteases produzidas e
correspondem a mais de 60% de todas as enzimas usadas industrialmente no
mundo (BANDARI et al., 2021) e nos dltimos anos, aumentou o interesse nesse
grupo de enzimas pelas possibilidades de aplicacdo na fabricacdo de laticinios,
tecidos, detergentes e formulacdes farmacéuticas (SOUZA et al., 2015). Os
microorganismos sdo considerados fontes preferidas de enzimas de interesse
industrial pelas vantagens tecnoldgicas que possuem (DUARTE NETO, 2018).

Outro tipo de atividade proteolitica relevante sdo atividades colagenoliticas,
que podem ser empregadas no tratamento de doencas, como a doenca de
Peyronie (CHUNG, SCOTT & WANG, 2020), e no tratamento de diversos tipos de
lesdes em que o tratamento tépico com enzimas é fundamental (MODOLO, 2020
apud BERNAL et al., 2021). A grande maioria das proteases comercializadas séo
serino proteases (HONIG, 2014). As colagenases também podem ser usadas na
industria alimenticia e na producdo de compostos bioativos e peptidios (PAL &
SURESH, 2016). A capacidade de produzir colagenases sao fator de viruléncia de
microorganismos patégenos (PAL & SURESH, 2016).

Diante da possibilidade do fungo estudado ser um produtor de enzimas
ligninoliticas ou de proteases com aplicagfes importantes, bem como da falta de
conhecimento sobre seus produtos de expressao, esse trabalho foi realizado para
investigar essas possibilidades, apontando, se possivel, aplicacbes

biotecnolbgicas para as enzimas estudadas.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Amphobotrys ricini

A espécie A. ricini é o principal fitopatégeno de Ricinus communis L., planta

vulgarmente chamada de mamoneira, carrapateira ou ricino (MILANI et al., 2005).
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O mofo cinzento, como é denominado a doenca causada pelo fungo, € conhecida
por causar muitos danos a planta e perda de producéo, principalmente no periodo
de formacdo dos frutos quando ocorrem em periodos intensamente chuvosos
(YAMUNA et al., 2015), tendendo a altissima disseminacdo em temperaturas em
torno de 25°C combinadas com umidades relativas superiores a 75% (CHAGAS et
al., 2010). As perdas associadas a auséncia de controle da presenc¢a do fungo em
plantacdes de ricino podem chegar a 100% da produtividade (DE LIMA et al.,
2015). O fungo pode permanecer viavel por até um ano no solo na forma de
esclerédio (SILVA et al., 2013). O mofo cinzento da mamoneira foi descrito pela
primeira vez nos Estados Unidos em 1918 nos Estados Unidos por GODFREY
(1923). E uma doenca onde o fungo completa muitos ciclos de seu
desenvolvimento em um ciclo do hospedeiro, portanto descrita como policiclica
(OLIVEIRA et al., 2019). Uma maior esporulacdo do fungo sobre os frutos da
mamoneira parece estar relacionadoa uma menor resisténcia ao fungo e vice-
versa (SILVA et al., 2008). Genoétipos de mamoneira produtoras de capsulas de
frutos com poucos aculeos parecem menos susceptiveis a instalacdo do mofo
cinzento que os detentores de muitos aculeos (LIMA & SOARES, 1990).

O impacto econdbmico do crescimento descontrolado do A. ricini esta
relacionado a perda da quantidade e qualidade do 6leo produzido em decorréncia
dadiminuicao da frutificacdo da planta (LIMA, ARAUJO & BATISTA, 2001). O 6leo
produzido pela planta possui relevancia comercial pelo uso na fabricacdo de
detergentes, resinas plasticas, inseticidas, vernizes, tintas, fungicidas, bactericidas,
préteses humanas de cranio, dentes, coluna vertebral e mamas (CARVALHO,
1997; GIBELLI, 2001). Ja foram relatadas ocorréncias do mofo cinzento em
cultivares de mamoneira em diferentes paises, essas relacionadas com o0s
organismos Amphobotrys ricini e Botrytis cinerea (BUCHWALD et al., 1949;
HENNEBERT, 1973; HONG et al.,, 2001). Sua principal forma de propagacao
ocorre através de esporos carregados pelo vento e sua presenca em sementes
(NEEGAARD, 1979). Insetos polinizadores também contribuem para a propagacao
dos esporos do fungo (KIMATI, 1980; MASSOLA JUNIOR & BEDENDO, 2005).
Fatores como umidade, chuvas, pH, temperatura e estagio de desenvolvimento da
planta também sdo importantes na determinac&o do grau de invasao de sementes
e nas células dos vegetais adultos (NAGARAJA & KRISHNAPPA, 2016). Nao

apenas os conidios, como também ascdosporos e fragmentos do micélio podem
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causar a doenca (FLETCHER, 1981). Provavelmente a presenca de aberturas e
ferimentos nos hospedeiros facilite a invasao do A. ricini (SOARES, 2012). O tipo
de inéculo, atividade de agua, 0 acesso a nutrientes, presenca de solucao de
continuidade nos frutos ou flores, tamanho e tempo das feridas bem como a
presenca de aberturas naturais sdo alguns dos fatores que influenciam a
capacidade do fungo se instalar e se disseminar no hospedeiro (HOLZ, COERTZE
& WILLIAMSOM, 2007).

No Brasil, a espécie A. ricini € bastante presente em diferentes areas de
cultivo (CHAGAS et al., 2010). O mofo cinzento da mamoneira teve o primeiro
registro no Brasil no estado de S&do Paulo, 1932 (GONCALVES, 1936) e ja foi
descrita como a principal doenga associada ao cultivo do ricino em algumas
regides do pais (LIMA, ARAUJO & BATISTA, 2001). A doenca ganhou importancia
econdbmica a medida que se aumentava o plantio para exploracdo comercial e hoje
€ considerada amplamente distribuida, desenvolvendo-se onde as condicdes
ambientais forem favoraveis (HOFFMANN, COUTINHO & DUARTE, 2003). Na
regido nordeste do pais, ja foi documentado em plantacbes do agreste dos
estados da Paraiba e Pernambuco (LIMA & SOARES, 1990). A propensao ao
maior crescimento em temperaturas maiores deve estar relacionada a regulacéo
de determinados genes do fungo (WAHID et al., 2007) e pode ter relacdo com a
presenca de micovirus em micélios de A. ricini (YU et al., 2019), algo frequente
nessa espécie de fungo (YU, 2016). Isso € importante, pois 0s micovirus podem
conferir caracteristicas diferentes ao fungo hospedeiro, a depender do tipo de
relacdo entre eles, que pode ser de mutualismo, comensalismo ou parasitismo
(ZHOU et al., 2021).

Duas espécies euforbiaceas ornamentais, Acalypha hispida e Jatropha
podagrica, ja apresentaram colonizacdo natural pelo A. ricini em suas
inflorescéncias relatada no Brasil (LIMA et al., 2008). Outras espécies também
foram relatadas como hospedeiros do fungo A. ricini, como Caperonia palustris
(WHITNEY & TABER, 1986), Euphorbia supina, Euphorbia pulcherrima,
(HOLCOMB et al.,1989), Euphorbia heterophylla L. (BARRETO & EVANS 1998;
MENDES et al. 1998) e Euphorbia mili (HOFFMANN, COUTINHO & DUARTE,
2003).

O primeiro registro de ocorréncia do fungo A. ricini no estado da Flérida

ocorreu em Gainesville, 2019, em menos de 5% dos exemplares da espécie E.
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pulcherrima, que foram cultivadas em estufas (KRASNOW et al.,, 2020). Uma
euforbiacea de grande importancia econdmica que pode servir como hospedeiro
do A. ricini € a Manihot esculenta Crantz, conhecida como mandioca (HOLCOMB
et al., 1989; KUMAR et al., 2007). A ocorréncia da forma saprofitica ja foi relatada
na espécie Vicia faba L., uma espécie de fava (FAN et al., 2015). Também é
referido seu carater fitopatogénico em plantacbes de morangos, ainda que sua
ocorréncia como causadora do mofo cinzento seja minoritaria (DOWLING, 2018).

O fungo A. ricini ja teve um registro de patente do seu uso para o controle
biol6gico da espécie Caperona palustres, uma erva daninha também euforbidcea
(WHITNEY, 1990), o que evidencia que organismos patogénicos podem ser uteis
para o ser humano a depender do contexto, nesse caso, combatendo perdas
econOmicas e aumentando produtividade de cultivares de importancia comercial.

Sabe-se que para que um fitopatdbgeno possa infectar seu hospedeiro, este
precisa invadir os tecidos, acessar nutrientes, se multiplicar e contornar as acdes
de defesa do metabolismo do vegetal, que envolve enzimas, homobnios e
substéancias toxicas (PASCHOLATI, 1995). Thomas e Orellana (1963) observaram
gue ndo era possivel encontrar invasdo pelo tubo germinativo, através de
estbmatos ou cuticulas dos frutos antes de digestdo enzimatica desses tecidos
por pectinases.

O perfil de producdo de enzimas na espécie € bastante desconhecido, bem
como suas potencialidades para aplicacdo. JA se sabe que o fungo A. ricini
produz enzimas hidroliticas como celulases e pectinases, para a invasdao de
tecidos dos frutos da mamoneira (THOMAS & ORELLANA, 1963), invadindo a
capsula dos frutos devido ao grande teor de aglcares soluveis no interior da polpa,
posto que os frutos com maior teor de agucares sollUveis no interior s&o mais
suceptiveis a invasdo do que aqueles com menor teor (THOMAS & ORELLANA,
1962).

Aquelas capsulas da mamoneira que possuem maior resisténcia a invasao do
fungo, s@o aquelas que através da sintese de produtos da oxidacdo de fendis,
possuem maior capacidade de inativar pectinases, celulases e outras hidrolases
(THOMAS, 1963) e que possuem concentracGes menores de pectina sollvel, Na*
e K', enquanto apresentam altas quantidades de Ca'* e Mg™ (THOMAS &
ORELLANA, 1964). As capsulas mais resistentes também apresentam menor

contetdo de flavonoides e outros metabdlitos relacionados, enquanto apresentam
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maior taxa de peroxidases e polifenoloxidases (JARVIS, 1977).

Atividades do tipo celulase mais altas estéo relacionadas com estagios iniciais
de colonizacdo do fungo sobre a mamoneira (KAPAT et al., 1998). Sabe-se que 0
fungo cultivado em meio liquido Batata Dextrose com extrato de ervilhas produz
enzimas malicas, a-esterase, B-esterase e superoxido dismutase, que podem ser
detectadas utilizando o caldo em que o micélio foi cultivado. A superéxido
dismutase pode ser detectada mesmo em caldo com micélio congelado a -20°C
por até dois meses (HOFFMANN, COUTINHO & DUARTE, 2003). A superoxido
dismultase € uma das enzimas que pode provocar alteracdes no equilibrio redox
nos tecidos colonizados do hospedeiro por fungos do género Botrytis (LYON,
GOODMAN & WILLIAMSOM, 2007). Devido a grande semelhanca entre o A. ricini
e os fungos do género Botrytis, é esperado que essas enzimas apresentem
grande relevancia na fitopatogénese do mofo cinzento da mamoneira (THOMAS &
ORELLANA, 1962).

Chagas (2012) descreve em seu trabalho que ao observar crescimento de
isolados do A. ricini em testes realizados em placa de petri, que ha degradacéo de
substratos relacionados a atividade de enzimas lipases, celulases, proteases e em
maior medida, de enzimas pectinases. Lipases podem estar ligadas a alteracéo de
ceras e cuticulas, bem como na adesdao de conidios ao hospedeiro
(COMMENIL, BRUNET & AUDRAN, 1997; COMMENIL, BELINGHERI &
DEHORTER, 1998), além de estar envolvida na producéo de &cidos graxos livres,
monoacilglicerdis, diacilglicerdis, glicerideos e fosfolipidios, que estéo relacionados
a processos metabdlicos importantes como transporte e oxidacdo de &cidos
graxos (REED, 1975). E esperado que tanto lipases quanto cutinases, enzimas
hidroliticas de cutinas, ceras produzidas por vegetais que recobrem suas partes
aéreas, sejam atuantes na invasdo dos frutos, como em outras infeccdes de
fungos do género Botrytis (KARS & VAN KAN, 2007).

Ja pectinases devem estar relacionadas ao mecanismo de invasao fangica de
células vegetais, degradando matéria péctica na parede celular (CLARK &
LORBEER, 1976; COLE, DEWEY & HAWES, 1998; COLLMER & KEEN,
1986). Muitos organismos colonizadores de vegetais produzem proteases que
podem participar da invasédo celular, especialmente na degradacédo de proteinas
de membrana e da parede celular de vegetais, atuando sinergicamente com outras

enzimas extracelulares, como poligalacturonases, pectoliases e xilanases
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(VALUELA & MOSLOV, 2004). Geralmente pectinases sédo produzidas com meios
simples, contendo fontes de carbono, nitrogénio e sais simples (JARVIS, 1977).
Metilesterases poligalacturonases, pectina-metil-trans-eliminases e
poligalacturonato-metil-trans-eliminases sao enzimas produzidas por diversos
fungos invasores de células vegetais, incluindo varios do género Botrytis e
Amphobotrys (JARVIS, 1977). Nenhuma proteina oriunda de qualguer uma das
formas do fungo jamais foi isolada ou caracterizada, com a notavel exce¢do do
trabalho sobre o isolamento e caracterizagcdo de uma endo-1,4-B-D-glucanase
halotolerante e termoestavel produzida por fermentacdo em estado soélido, capaz
de sacarificar diferentes residuos agroindustriais como bagaco de cana-de-acgucar
e farelo de trigo (SILVA et al., 2018).

2.2 Fermentacao em estado sélido

O conceito de fermentacdo em bioquimica difere significantemente do
conceito utilizado na biotecnologia industrial. A bioquimica como ciéncia basica
reconhece o processo de fermentacdo como a oxidacdo enzimatica de fontes de
carbono na auséncia de oxigénio que resulta na producdo de substancias
organicas mais simples, decorrente da reposicdo de ATP (NELSON & COX, 2015).
Ja a fermentacdo na biotecnologia industrial € o processo em que se usam
microrganismos ou enzimas de organismos vivos para obtencdo de produtos de
origem bioldgica, que podem ser mais células microbianas, enzimas ou outras
substancias quimicas de interesse industrial (BORZANI, et al., 2001). A
fermentacao em estado sélido pode ser definida como o processo de obtencéo de
produtos de origem microbiana utilizando matéria organica sem a adicao de agua
as particulas da fase soélida (BORZANI, et al., 2001). Como qualquer processo
fermentativo biolégico, pode ser usado para obtencdo de células viaveis de
microrganismos, suas enzimas ou produtos gerados a partir da acdo de enzimas
sobre substratos contidos nos residuos solidos (BORZANI, et al.,, 2001)

.Pode utilizar microrganismos como leveduras, fungos filamentosos, bactérias
ou enzimas produzidas por quaisquer organismos Vvivos para obter seus produtos
desejados (BORZANI, et al., 2001). A matéria sélida usada para obter os produtos
de interesse podem ser 0os mais diversos, podem ser residuos de processamento
agroindustriais como esterco de animais, palha de milho, bagaco de cana, farelo

de cereais como arroz e trigo, restos alimentares como cascas de maca, banana,
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laranja e até mesmo alguns rejeitos ndo oriundos de matérias primas como tecidos
e papel, bem como moléculas obtidas de biomassa tratada, como celulose,
hemicelulose e lignina. A fermentacdo em estado solido é utilizada para diferentes
propdsitos, como producdo de moléculas de interesse com &acidos organicos e
etanol, obtencédo de antibidticos, elaboracdo de racdo proteicamente enriquecida,
elaboracdo de condimentos e alimentos, entre outros.

Os meios de fermentacdo podem necessitar de algum tipo de tratamento,
como diferentes modalidades de trituracdo, secagem, suplementacdo de
nutrientes, correcdo de pH, hidrolise acida ou basica, umidificacdo, entre outros,
para condicionar 0 meio para o processo desejado de obtencdo dos produtos
biotecnolégicos (BORZANI, et al., 2001). A fermentacdo em estado sélido possui
algumas vantagens e desvantagens (BORZANI, et al., 2001). Costumam usar
meios de fermentacdo de baixo custo, obtendo grandes rendimentos em produtos
de interesse sem grandes gastos no controle energético dos sistemas (BORZANI,
et al., 2001). Porém, a homogeneidade de distribuicdo de células ao redor do
residuo € dificultada, bem como o controle de temperatura, umidade, pH,
sobretudo quando h& ampliacdo de escala no processo (BORZANI, et al., 2001).
Entretanto, € uma modalidade de fermentacdo ainda muito utilizada na obtencéo
de diferentes produtos devido as vantagens atribuidas a ela. Importante salientar
gue alguns produtos s6 podem ser obtidos a partir desse processo (BORZANI, et
al., 2001).

2.3Precipitacdo salina de proteinas

A precipitacdo salina de proteinas, também chamada de salting out, € uma
técnica de separacdo de proteinas que consiste em retirar de solucéo, proteinas
de um extrato pela adigdo de sal. Geralmente, esse tipo de separacdo é executado
pela lenta adicdo de sais inertes, como o sulfato de amoénio, em diferentes
concentracbes. A separacdo de fracdes de proteinas da amostra s6 € possivel
pela retirada daquilo que precipitou em determinada concentragao de sal, para que
se prossiga com o fracionamento em quantidades cada vez maiores. O
procedimento comumente € executado por meio de uma fase de adicao de lenta
do sal, de preferéncia com a amostra em agitacdo, um periodo de repouso e uma
centrifugacéo, que auxilia na precipitacdo das proteinas que saem de solu¢do em
determinada concentracdo do sal. O sobrenadante é separado do corpo de fundo,
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o primeiro € levado para o proximo ciclo de precipitacdo, enquanto o segundo é
suspenso em solucdo aquosa, que pode ser solucdo tampdo de extracdo
(NELSON & COX, 2015). A precipitacdo salina separa proteinas e também as
concentra. Quanto maior o numero de fragbes, maior a chance de isolamento, e
também maior a duracéo do processo.

O sal age sobre as proteinas de formas diferentes a depender das
concentracbes em que estdo presentes na amostra. A adicdo de sal em baixas
quantidades aumenta a polaridade da solugcdo e a quantidade de espécies
quimicas capazes de fazer interacBes intermoleculares com as proteinas,
facilitando solvatacdo das mesmas, aumentando a solubilidade das mesmas.
Nessa situacdo descrita, temos o salting in. Ja no salting out, os ions do sal inerte
competem pelas interacdes intermoleculares das proteinas, e como os ions séo
mais facilmente solvatados pela agua, as proteinas tém suas interacdes
moleculares com a agua desfeitas. Sem interacfes suficientes para manté-las em
solucao, as proteinas precipitam (NELSON & COX, 2015).

2.40btencéo de proteases microbianas por sistemas aquosos

Em linhas gerais, sistemas aquosos sdo sistemas liquidos de separacdo de
moléculas de propriedades quimicas diferentes, através da mistura de dois
solventes ou solucdes de polaridade diferentes, geralmente um mais polar e outro
menos polar, que apos centrifugacdo, sdo separados, juntamente com as
moléculas de determinada amostra aplicada ao sistema. Essa separacdo ocorre
pela maior afinidade da molécula a um dos solventes, onde os semelhantes
arrastam semelhantes para a sua fase e repelem os diferentes para a fase oposta
(NADAR, PAWAR & RATHOD, 2017).

Sistemas aquosos tém sido usados em pesquisas de extragdo e purificacao
de enzimas, devido a versatilidade, capacidade de integracdo de processos,
menor custo e ganho de escala facilitado. Alguns exemplos de solugdes que
podem ser usadas para compor sistemas aquosos de separacao de proteinas sao
polimeros de diferentes polaridades, sais, surfactantes, alcoois e compostos
micelares. A separacdo das fracbes do sistema pode ser executada através de
centrifugacédo, mas também por outros métodos, como a separacao por alteracéo
de temperatura do sistema, por exemplo (NADAR, PAWAR & RATHOD, 2017).

Vérias proteases microbianas ja foram isoladas parcialmente ou isoladamente
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através da aplicacdo de sistemas aquosos. Uma cepa modificada geneticamente
de Stenotrophomonas acidaminiphila produziu em grandes quantidades uma
serina protease alcalina obtida por fermentagcéo em efluente de processamento de
mandioca, enzima que foi purificada por um sistema aquoso bifasico composto por
uma fase de polietilenoglicol 1500 e outra de sal citrato de sodio, que teve 73,87%
de recuperacgao (ASITOK et al., 2022).

Uma prolil endopeptidase produzida por Aspergillus niger produzida a partir
de fermentacdo liquida contendo soja em po6, xarope de milho e glicose foi
purificada parcialmente e caracterizada atraves da aplicacdo da amostra em
sistema aquoso bifasico composto por solucdo de etanol e sulfato de amdnio com
90,23% de recuperacao (JIANG et al., 2021). Uma serino protease produzida pela
espécie Paenibacillus graminis por fermentacdo submersa utilizando endosperma
do vegetal Gliricidia sepium foi purificada através de um sistema aquoso bifasico
composto por polietilenoglico 8000 e fosfato de sédio com recuperacdo de
145.52% (DO COUTO et al., 2022).

Uma queratinase produzida pela cepa Kytococcus sedentarius TWHKCO1
obitida por fermentacdo em caldo marinho comercial foi extraida do meio com a
aplicacdo de um sistema aquoso bifasico composto por solucdes de
polietilenoglicol 2000 e citrato de sédio (KEE et al., 2022). Foi extraida de processo
fermentativo uma metaloprotease da cepa Aspergillus tamarii Kita UCP1279,
através de sistema aquoso bifasico executado com a mistura de uma solucédo de
polietilenoglicol 400 e sal citrato de sodio (ALVES et al., 2022).

A cepa Streptomyces parvulus DPUA 1573 foi usada para a producédo de uma
protease fibrinolitica através de fermentagéo sobre residuo de maracuja, que foi
purificada através de uma rota que envolve um sistema aquoso bifasico composto
por polietilenoglicol 8000 e fosfato de sodio e cromatografila de filtracdo em gel,
obtendo rendimento de 57,49% (ALENCAR et al., 2021). Como observado, é
possivel ndo soO purificar, como também extrair enzimas de importancia
biotecnolégica com a técnica dos sistemas aquosos bifasicos, usando residuos

liquidos e solidos de baixo custo nos cultivos.
2.5Cromatografia liquida de proteinas por troca ibnica

As cromatografias liquidas de proteinas sao técnicas de separagdo moléculas
polipeptidicas realizadas através da aplicagdo de uma amostra em uma coluna de



20

fase estacionaria solida eluida por uma fase movel liquida (NELSON & COX, 2015).
As colunas sédo geralmente compostas por polissacarideos que podem ou nao ter
outros compostos na sua estrutura além do polissacarideo especifico
(HEALTHCARE, 2010).

As colunas também apresentam diferentes grupos quimicos em sua estrutura,
a depender do principio pelo qual ela separa proteinas de uma amostra
(HEALTHCARE, 2010). Resinas de separacdo por interacdo hidrofébica possuem
grupos hidrofébicos, como grupos fendlicos; colunas de separacdo por afinidade
podem ter inibidores enzimaticos ou ligantes de afinidade intermediaria, enquanto
resinas de filtracdo em gel sdo ausentes em grupos adicionados para interacao
quimica.

Nas resinas de troca ibnica, é necessaria a presenca de grupos quimicos com
capacidade de ionizacdo. Esse tipo de resina, como todas as outras, é composta por
microesferas chamadas de beads, que sdo compostos por algum polissacarideo
contendo grupos capazes de assumir carga absoluta positiva ou negativa. Esses
grupos quimicos ionizaveis sdo chamados de trocadores i6nicos (HEALTHCARE,
2010).

Os trocadores i6nicos podem ser catidnicos, quando o grupo ionizavel da
resina é negativo e troca ions positivos, ou aniénicos, quando o grupo ioizavel da
resina € positivo e faz trocas de ions negativos. Os trocadores também podem ser
chamados de fortes, quando resistem a alteracdo de carga em uma ampla faixa de
pHs e fracos, quando pequenas alteracdes de pH sdo capazes de alterar sua carga
(HEALTHCARE, 2010).

Na troca idnica, sdo trocadas cargas de sal por cargas das proteinas
ionizadas da amostra aplicada. As proteinas passam pela coluna e aquelas com
carga oposta a dos trocadores iénicos se liga a resina. Os trocadores idnicos se
ligam a regibes de carga oposta nas proteinas, liberando o ion salino previamente
ligado ao trocador (HEALTHCARE, 2010).

O processo de cromatografia precisa ser executado em algumas etapas.
Primeiro a coluna precisa ser equilibrada com a sua fase madvel, geralmente uma
solugdo tampéo aquosa sem sal, onde essa passa pela coluna, preparando-a para
receber a amostra. A adicdo da amostra é feita aplicando-a no topo da coluna
equilibrada e entdo essa percorre toda a coluna, onde as proteinas com grupos de

carga oposta a dos trocadores se liga a matriz da fase estacionaria (HEALTHCARE,
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2010).

Existe uma etapa facultativa, mas importante nas cromatografias de troca
ibnica, que é a lavagem. Na lavagem, a coluna é submetida pelo menos um volume
da coluna para a remoc¢ao das proteinas fracamente adsorvidas a resina. Isso facilita
0 isolamento de proteinas, pois se eliminam proteinas indesejadas no inicio da
cromatografia que poderiam ser eluidas juntas com proteinas de interesse
(HEALTHCARE, 2010).

Apébs a lavagem, € necessario dessorver as proteinas que se ligaram a resina
de forma gradual. A saida das proteinas de sua interacdo com a coluna pode ser
feita através de eluicAo em blocos, onde se aplica concentracbes de sal em
patamares diferentes e crescentes, ou pode ser feita em gradiente linear, onde sao
aplicadas concentragdes de sal de forma linear e crescente, do zero até a
concentracdo maxima de sal estipulada. O sal remove proteinas diferentes em
diferentes concentracdes, pois as proteinas possuem afinidades diferentes com a
resina (HEALTHCARE, 2010).

Depois de eluir as proteinas adsorvidas, a resina deve ser restaurada a sua
condicdo original. Isso é feito pelo fluxo da fase estacionaria com maxima
concentracdo de sal usada na cromatografia, onde o0s grupos ionizados séo
neutralizados pelo seu respectivo contra ion no sal. As fracdes podem entdo ser
analisadas para verificar se as proteinas de interesse foram purificadas. A
capacidade da coluna de reter proteinas da amostra aplicada é proporcional ao
volume da coluna. Quanto mais resina na coluna, maior a capacidade dela
(HEALTHCARE, 2010).

2.6 Ligninases microbianas

Residuos lignocelulésicos sdo uma das principais fontes de biomassa
renovavel disponiveis na terra (SAINI et al., 2015). Esses residuos sdo compostos
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, sendo esta Ultima
correspondente a uma quantidade de 15 a 20% de toda a massa lignocelulésica
no planeta (CHAURASIA et al.,, 2019). A lignina € um dos biopolimeros mais
presentes e mais intrincados na natureza. Possui muitas ligacdes quimicas entre
seus mondmeros, 0 que explica a recalcitrancia dos residuos que a contém
(WONG, 2009). A lignina é composta por unidades de fenilpropano, pela
polimerizacdo de residuos de guaiacil, siringuil e p-hidroxifenil, formados dos
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alcoois sinafilico, p-cumarilico e coniferilico (HORN et al., 2012). E uma molécula
presente em todas as plantas vasulares e uma das fontes de carbono mais
abundantes, perdendo apenas para a celulose (WONG, 2009).

As enzimas mais comuns na degradacgédo de lignina sédo enzimas da classe
das oxidorredutases, as lacases (EC 1.10.3.2), manganes peroxidases (EC
1.11.1.13), ligninas peroxidases (EC 1.11.1.14) e versatil peroxidases (EC
1.11.1.16) (KUMAR & CHANDRA, 2020). A atividade dessas enzimas pode ser
potencializada por outras enzimas como lipases, quinonas redutases, ferulolil
esterases, aril-alcool oxidases, catecol-2,3-dioxigenases (KUMAR & CHANDRA,
2020). Também sé&o citadas como enzimas sinégicas na degradacao de lignina a
glioxal oxidase, piranose 2-oxidase, celobiose/quinona oxidoredutases e celobiose
desidrogenase (WONG, 2009).

As enzimas lignina peroxidase, manganes peroxidase e versatil peroxidases
fazem parte da superfamilia das heme peroxidases classe Il, que desempenham
diferentes reacdes de biossintese e degradacdo (WONG, 2009; WELINDER,
1992). Véarios microorganismos sdo capazes de degradar matéria lignocelulésica e
fibras de madeira, como bactérias e fungos (KUMAR & CHANDRA, 2020). Essas
enzimas oxidam seus substratos em reacdes de varios passos de transferéncia de
elétrons, com a formacédo de um cétion intermediario (WONG, 2009).

A lignina peroxidase € uma enzima capaz de desconstruir a lignina na
presenca de H,O, (EDWARDS et al., 1993). E uma enzima n&o especifica para
substratos e degrada diversos compostos fendlicos e aromaticos e diferentes
compostos ndo fendlicos derivados de lignina (VALLI, WARIISHI & GOLD, 1990).
Sua atividade enzimatica pode ser medida pela reacdo de oxidacdo do alcool
veratrilico, seu substrato preferencial, para veratraldeido, expressa pelo aumento
da absorbancia em medigédo espectrofotométrica no comprimento de onda de 310
nm (WONG, 2009). Também pode ser medida em decréscimo da absorbancia no
comprimento de onda de 664 nm na reacdo de oxidacdo do azul de metileno como
substrato (MAGALHAES et al., 1996). S&o monoméricas e glicosiladas, possuindo
massa molecular contida no intervalo de 38-68 kDa e apresentando pHs 6timos
proximos de 3,0 (CHOINOWISKI et al., 1999; WONG, 2009).

A manganés peroxidase € uma enzima que apresenta massa molecular entre
40-50 kDa, produzidas por fungos basidiomicetos, bactérias e algas que utilizam

varios genes na producdo dessas isoenzimas (WONG, 2009). Microorganismos
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ligninoliticos realizam conversdo de Mn*? em Mn*3 reacdes de mutiplos passos
(KUMAR & CHANDRA, 2020). A enzima também produz H,O como um dos
produtos de reacéo a partir do H,O, (WONG, 2009). A Mn*? controla a transcri¢do
do gene mnp, dependente da concentracdo do ion e do crescimento (BROWN,
JULIE, ALIC & MARGARET, 1991; GETTEMY et al., 1998). A manganés
peroxidase oxida varios substratos fenolicos monoméricos, como corantes, e
compostos aromaticos originados da lignina (WONG, 2009). Também degrada
compostos ndo fendlicos como os acidos aromaticos hidrocarbdnicos (STEFFEN,
HOFRICHTER & HATAKKA, 2002; SHIN, KIM & LIM, 2005).

As versatil peroxidases ou hibrida peroxidase (manganes-lignina peroxidase)
compreendem enzimas oxidorredutases glicoproteicas (KUMAR & CHANDRA,
2020). Estudos genéticos dessas enzimas em fungos revelaram que elas s&o
sintetizadas a partir de genes em comum com as ligninas peroxidases e as
manganes peroxidases (YADAV et al., 2014). Possuem a capacidade de oxidar
substratos de alto ou baixo potencial redox, corantes fendlicos com substituicées
quimicas e também o fon Mn™ (HEINFLING et al., 1998). Também podem
degradar outros compostos fendlicos, ndo fendlicos, originados da lignina ou néao,
na auséncia de Mn*? ou qualquer mediador, como o &lcool veratrilico, um
importante mediador para a acéo das ligninas peroxidases (KUMAR & CHANDRA,
2020).

2.7 Lacases microbianas

Lacases, EC 1.10.3.2, benzenodiol oxigénio oxidoredutases (MAYER &
STAPLES, 2002), sdo enzimas da familia das oxidases azuis multicobreadas, que
catalisam transferéncias de quatro elétrons, cada um oriundo de uma molécula de
substrato, tendo uma molécula de oxigénio como aceptor final desses elétrons,
convertendo-o em H20 (BRIJWANI, RIGDON & VADLANI, 2010). Sao as oxido-
redutases mais estudadas entre aquelas classificadas como oxidases (KUMAR et
al., 2016) e sdo capazes de oxidar uma grande variedade de poluentes quimicos
organicos e inorganicos (BOURBONNAIS & PAICE, 1990; GIARDINA et al., 2010).

A primeira descrigdo da existéncia de lacases foi feita a partir do estudo da
seiva da espécie vegetal Toxicodendron vernicifluum, anteriormente classificada
como Rhus vernicifera (KUMAR et al., 2016). Sdo enzimas capazes de degradar

um espectro de moléculas maior que as tirosinases e seu aceptor final de elétrons,
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0 gas oxigénio, um aceptor ndo limitante, faz com que as lacases sejam mais
apropriadas a aplicacbes biotecnoldgicas, sejam ambientais ou industriais
(PAWLIK et al., 2016).

Lacases fungicas séo responsaveis pela producdo de pigmentos nos esporos,
modificacdo de moléculas fendlicas toxicas e atuam de forma sinérgica com
peroxidases e outras enzimas na desconstrucdo da lignina (LEATHAM &
STAHMANN, 1981; YOUN, HAH & KANG, 1995; EGGERT, TEMP & ERIKSSON,
1997). Produzidas no processo de degradacéo da lignina, sdo capazes de oxidar
uma grande gama de moléculas aromaticas que contenham grupamentos aminas
e hidroxilas (KUMAR et al., 2016), incluindo fendis e aminas aromaticas (MANSUR
et al., 1997).

S&o enzimas amplamente difundidas na natureza, encontradas em fungos
dos filos Ascomycota e Basidiomycota (KUMAR et al.,, 2016). Também sé&o
bastante presentes em plantas e insetos (MAYER & STAPLES, 2002). Trametes
versicolor, Thermopsis villosa e Aspergillus flavus sdo exemplos de fungos
produtores de lacase (KUMAR et al., 2016). Lacases fungicas tendem a se
apresentarem como isoenzimas que se oligomerizam para formar complexos
multiméricos (PAWLIK et al., 2016). As massas moleculares desses monémeros
estdo compreendidas entre 50 e 110 kDa (DEAN & ERIKSSON, 1994). Lacases
fungicas se apresentam geralmente como glicoproteinas, onde a porcdo de
natureza carboidratica corresponde de 10 a 45% das suas massas moleculares
(THURSTON, 1994). Os sitios de ligacéo do cobre L1, L2, L3 e L4 estdo presentes
em toda enzima que é ou ja foi classificada como lacase (DWIVEDI et al., 2011,
RIVERA-HOYOS et al., 2013).

Lacases sdo consideradas ecologicamente sustentaveis por ndo necessitar
de substancias nocivas como o peréxido de hidrogénio como cofator para
execucdo de sua atividade, como outras oxidases e peroxidases (CANAS &
CAMARERO, 2010; RODRIGUEZ-COUTO, 2012; SHARMA, DANGI & SHUKLA,
2018). Muitos autores tém usado lacases para degradar poluentes quimicos do
ambiente, como moléculas fendlicas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(DOMARADZKA, GUZIK & WOJCIESZYNSKA, 2015; MARTINKOVA et al., 2016).

Difendis, polifendis, benzenotidis e diaminas sao alguns exemplos de
moléculas xenobidticas sobre as quais lacases podem agir (GIARDINA et al.,

2010). E possivel ainda degradar moléculas n&o fenolicas adicionando mediadores
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organicos de baixo peso molecular as reacdes (MOROZOVA et al., 2007). Séo
bastante Uteis em diferentes tipos de processos industriais, como na fabricacdo de
papel, polpa de celulose, processos petroquimicos e téxteis (OLAJUYIGBE &
FATOKUN, 2017). Também s&o usados em biorremediacdo, processamento de
alimentos, processos ligados ao reestabelecimento da saude, prospeccédo de
biossensores e em nanotecnologia (COUTO & HERRERA, 2006; Al, WANG &
HUANG, 2015; UPADHYAY, SHRIVASTAVA & AGRAWAL, 2016).

A grande maioria das lacases sao oriundas de organismos vegetais e fungos
(BALDRIAN et al., 2006; FOROOTANFAR & FARAMARZI, 2015), especificamente
os fungos de podriddo branca degradadores de lignina (ATALLA et al., 2010; Al,
WANG & HUANG, 2015; UPADHYAY, SHRIVASTAVA & AGRAWAL, 2016). A
capacidade de lacases oxidarem seus substratos depende mais dos potenciais de
oxidacdo do que da distribuicdo espacial destes ao interagir com as enzimas. A
lignina pode ser desconstruida por lacases usando diversos mediadores, e por
possuir diversos tipos de grupamentos quimicos, sua desconstrucdo oferece a
possibilidade de produzir diferentes tipos de moléculas que podem servir para a
construcdo dos mais diversos materiais de importancia para a industria quimica e
médica (LANGE, DECINA & CRESTINI, 2013).

Produzir enzima em grande quantidade para aplicar em escala industrial é
uma limitacdo importante (ZIMBARDI et al., 2016), levando a procura de cepas de
fungos hiper produtoras de lacases (GASSARA et al., 2011; YAO et al., 2013).
Obter lacases que suportem processos que empreguem extremos de pH e
temperatura € outra limitacdo, que impulsiona a busca por enzimas que resistam a
essas condicdes extremas (HILDEN, HAKALA & LUNDELL, 2009; SINGH et al.,
2015). Enzimas termoestaveis frequentemente apresentam maior resisténcia a
extremos de pH e agentes desnaturantes (HILDEN, HAKALA & LUNDELL, 2009).

Ha lacases extraidas e isoladas de bactérias apresentando aplicacdes
biotecnolégicas. Um exemplo é a enzima LAC1 extraida de Alcaligenes faecalis
XF1, enzima extracelular isolada através de precipitacdo salina com sulfato de
amoénio 0-80%, didlise e cromatografia em resina de troca anidnica DEAE-
Cellulose. A rota apresentou recuperacdo de 12% e a enzima exibiu pH étimo de
8,0 e temperatura otima de 80°C, contendo massa molecular aproximada de 71
kDa, tendo caracteristicas cinéticas medidas com os substratos DMP, ABTS e

Guaiacol. Também teve atividade de degradacdo de diferentes corantes, indigo
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carmin, verde malaquita, cristal violeta e vermelho congo (MEHANDIA, SHARMA &
ARYA, 2020).

A bactéria do solo Sinorhizobium meliloti teve uma lacase isolada com
membrana de ultra filtracdo Amicon® 8200 com massa de corte de 10 kDa YM-10,
sucedida de DEAE-Sepharose, IDA-Sepharose quelante de cobre e por fim, uma
coluna de cromatofocalizacdo PBE-94 foi usada, obtendo recuperacdo de 19,2%,
70 kDa e pl=4,77 (PAWLIK et al., 2016). Essa enzima parece apresentar, atraves
da andlise do gene codificador dela, caracteristicas comuns em lacases, como as
qguatro sequéncias conservadas, abundantes em histidinas, que estdo associados
aos sitios ligacdo portadores dos ions cobre e teve suas caracteristicas cinéticas
mensuradas com DMP, Siringaldazina, Guaiacol e ABTS (PAWLIK et al., 2016).

Por causa de suas diferentes aplicagbes em biotecnologia, diferentes grupos
tém estudado a otimizacdo da obtencdo de lacase por microorganismos
produtores ao longo dos anos, otimizacdo de producdo essa que geralmente &
buscada através da variacdo de uma variavel independente por vez, enquanto se
mantém outras variaveis fixas. Entretanto, essa abordagem de tentativa-erro
experimental vem sendo substituida ao longo do tempo por andlises estatisticas
executadas através de programas, a fim de resultados mais favoraveis em custo e
efetividade de otimizagdo. A expressao de lacases por fungos dependem de
diferentes fatores no cultivo, como temperatura, pH, natureza de fontes de carbono
e nitrogénio, composi¢cao do meio, entre outros (KUMAR et al., 2016).

A espécie Aspergillus flavus, apds otimizacdo de producdo de lacases em
meio liquido, mostrou maxima producdo de lacase no décimo segundo dia em
cultivo estacionario, temperatura de 35°C, pH 7, inoculado com disco de 1,5 cm de
didmetro. ApoOs extracdo e filtracdo, foi executada uma purificacdo parcial com
fracionamento salino através de adicdo de sulfato de aménio seguida de didlise,
apresentando 11,05% e 13,17% de recuperacao respectivamente cada etapa,
utilizando ABTS como substrato na medi¢ao da atividade (KUMAR et al., 2016).

Uma lacase com estabilidade do pH 3,0 ao 11,0, temperatura 6tima a 50°C,
pH 6timo igual a 7,0 e massa de 56 kDa foi isolada e caracterizada da linhagem
Sporotrix carnis CPF-05. A rota de purificagdo consistiu de precipitagdo com
sulfato de aménio 0-80%, dialise, cromatografia de troca i6nica em resina de
DEAE Sephacel com eluicdo em gradiente crescente de NaCl e cromatografia de

gel filtracdo em resina de Sephadex G-200 obtendo recuperacdo de 3,9%,
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aumentando sua pureza em 2,84 vezes. Sua atividade foi medida pela oxidacdo do
ABTS e apresentou potencializacdo de sua atividade em presenca de fons Cu*? e
Mn*?, enquanto apresentou inibicdo pelos fons Ca*?, Hg™, Mg™? e Ba™
(OLAJUYIGBE & FATOKUN, 2017). Importante destacar que o Sporotrix carnis é
um fungo que cresce sobre matéria vegetal e a inibicdo da sua enzima lacase por
ions Ca' e Mg é um indicativo do que pode ocorrer nas infeccdes do
Amphaobotrys ricini, ou seja, talvez uma ou mais enzimas atuantes na invasao dos
frutos da mamoneira, lacases por exemplo, sejam inibidas por esses ions, posto
gue ja € conhecido que frutos com maior quantidade desses metais sdo menos

vulneraveis ao ataque do fungo.
2.8 Caseinases microbianas

Caseinas séo fosfoproteinas abundantes no leite que se organizam em
estruturas coloidais micelares que possuem trés subunidades hidrofébicas as1,
as2 e 3, que permanecem envoltas nas subunidades hidrofilicas de k-caseina (DA
SILVA et al., 2017). E a protedlise das k-caseinas que permite que as subunidades
no interior da micela sejam expostas ao solvente da suspensdo e aos fons Ca*?,
provocando a estabilizacdo das cargas e a separacdo entre a fase solluvel e a fase
insoltvel do leite (PONTUAL et al., 2012).

Enzimas proteoliticas sdo usadas ha muito tempo em diferentes aplicacdes na
industria (DA SILVA et al., 2017). Proteases de microorganismos sao bastante
estudadas e sdo um dos grupos de enzimas com atividade hidrolitica mais
importantes contemporaneamente (SOUZA et al., 2015). Nos Ultimos anos,
proteases microbianas despertam bastante interesse pelo seu potencial de
aplicacdo em formulacdes de detergentes, laticinios, fabricacdo de tecidos e até
mesmo em formulagbes farmacéuticas (SOUZA et al., 2015). Proteases
microbianas sao preferenciais quanto a fonte, pois apresentam vantagens
econdbmicas e tecnologicas (SARAN, ISAR & SAXENA, 2007). Esse grupo de
representa um dos maiores grupos de enzimas usadas industrialmente no
mercado, atingindo aproximadamente 60% do mesmo (ZAMBARE,
NILEGAONKAR & KANEKAR, 2011).

Devido a capacidade de crescer em meios de baixo custo produzindo grandes
quantidades de enzimas, proteases fungicas tem chamado atengcdo de
biotecnologistas ambientais (ANITHA & PALANIVELU, 2013). Na industria de
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laticinios, a principal aplicacdo de proteases é a fabricacdo de queijo, agindo sobre
a caseina (RAO et al., 1998). A renina oriunda do aparelho digestivo de bezerros
tem sido gradualmente substituida por proteases produzidas pelos micro-
organismos Mucor michei e Endothia parasitica na fabricacdo de queijos (DEMAIN
& ADRIO, 2008). A remocao de micélio da extracdo pode ser feita através de
filtracdo (SOUZA et al., 2015) e geralmente sua obtenc&o n&do oferece riscos aos
humanos (GERMANO et al., 2003). Essas sao consideradas vantagens sobre a
obtencdo de enzimas de bactérias, bem como a viabilidade de obtencdo de
grandes quantidades de enzimas de meios fermentativos (HAJJI et al., 2010).

Na fabricacdo de queijo geralmente sdo usadas aspartato peptidases, que
precisam de alguma especificidade na hidrélise de ligacbes peptidicas entre os
residuos de fenilalanina e metionina das cadeias de k-caseina do leite (DA SILVA
et al., 2016). Genericamente, aspartato proteases possuem uma especificidade
pela quebra de ligacBes peptidicas formadas entre residuos de aminoacidos que
contém um grupo R hidrofébico (MERIEM et al., 2014). Um exemplo de aspartato
protease é a caseinase de 38 kDa isolada a partir de um fungo basidiomiceto
chamado Phanerochaete chrysosporium. Sua rota de isolamento ocorreu com
aplicacdo do extrato obtido a partir de fermentacdo submersa em coluna de
exclusdo molecular Sephades G-50, troca catidnica Source 15 S e nova excluséo
molecular sephacryl S- 100, resultando em uma enzima 10,8 vezes mais pura com
recuperacéo final de 4,2% (DA SILVA et al., 2017).

Aspartato proteases do fungo Aspergillus oryzae DRDFS13 MN726447 obtida
de fermentacdo em estado soélido sobre farelo de trigo e da bactéria Bacillus
subtilis SMDFS 2BMN715837 obtida de fermentacdo submersa foram capazes de
serem usadas na fabricacdo do queijo Dambo (MAMO et al., 2020). Mucor
thermohyalospora MTCC 1384 e Rhizopus azygosporus MTCC 10195 produziram
em fermentacdo em estado solido sobre farelo de trigo com soja desengordurada,
proteases capazes de coagular proteinas do leite de bufalo e de vaca
(CHINMAYEE et al., 2019). Proteases microbianas alcalinas e neutras possuem
um papel importante no preparo de molhos de soja e outros derivados (SOUZA et
al., 2015). Tratamentos proteoliticos sobre caseina, soro de leite ou proteina de
soja geram hidrolisados que podem ser incorporados a dietéticos e formulacdes
médicas para diferentes tipos de usuarios (KUMAR & TAKAGI, 1999; RAO et al.,
1998; RAMAMURTHY, UPADHYAY & KOTHARI, 1991).
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Caseinases de plantas costumam apresentar atividades aspatato e serina
proteasicas (PONTUAL et al., 2012). A religiosina B, uma caseinase vegetal da
espécie Ficus religiosa é uma serino protease (KUMARI, SHARMA &
JAGANNADHAM, 2012). Os frutos de Bromelia hieronymi produzem enzimas
cisteina proteases formadoras de coagulo de leite (BRUNO et al., 2010). As flores
de Moringa oleifera produzem aspartato, serina e cisteina proteases capazes de
hidrolisar caseina (PONTUAL et al., 2012). Entretanto, microorganismos ja foram
identificados como produtores de serino proteases com atividade hidrolitica sobre
caseina, como a serino protease produzida por Bacillus subtilis que é capaz de
hidrolisar azocaseina (LEIGHTON et al., 1973) ou Bacillus licheniformis BL312 que
produz serina proteases alcalinas capazes de coagular leite bovino (ZHANG et al.,
2019).

Entretanto, ha algumas serino proteases protegidas por patente oriundas de
fungos, como aquela serino-protease de Mucor pusillus que coagula enzimas do
leite (CORNELIUS, ASMUS & STERNBER, 1982). As patentes depositadas para
serina-proteases de Fusarium acuminatum e Fusarium equiseti com diferentes
usos foram depositadas por Juntunen et al. (2013) e Juntunen et al. (2015). O
fungo Mucor subtilissimus URM 4133 teve uma serina-protease isolada através de
rota que utilizou coluna de troca anidnica HiTrap DEAE Fast Flow com gradiente
crescente de NaCl, onde a fracdo com atividade foi liofilizada e resuspendida para
ser reaplicada na mesma coluna novamente, tendo sido concentrada duas vezes.
Apoés duas corridas em troca ionica, a enzima foi aplicada em coluna de gel
filtrac&o resultando em 62% de recuperacgéao, isolando a enzima de 30 kDa em 35
vezes (GOMES et al., 2020).

2.9 Colagenases e gelatinases microbianas

Colagenases sdo enzimas capazes de executar a quebra do colageno na
sua forma nativa, de tripla hélice, ou desnaturada (RANI & POOJA, 2018). Ja as
gelatinases, sdo enzimas capazes de quebrar moléculas de gelatina, um produto
da hidrélise parcial de colageno (BONCI et al., 2021; VAN PHUONG et al., 2021).
A gelatina pode ser produzida ao submeter o colageno a acdo da agua fervente
(VAN PHUONG et al., 2021). O colageno é a principal proteina estrutural,
presente em diversas estruturas de organismos vivos, como 0Ss0S, musculos,
pele e tenddes (BADOEI-DALFARD, MONEMI & HASSANSHAHIAN, 2022). A
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gelatina € uma molécula em altas quantidades em tecidos de animais, incluindo
os seres humanos (BONCI et al., 2021).

O coldgeno é a proteina em maior quantidade nas matrizes extracelulares
dos tecidos de mamiferos (RANI & POOJA, 2018). Sdo moléculas formadas por
triplas hélices supertorcidas compostas por 3 cadeias polipeptidicas de a-hélices
formadas por residuos de glicina, prolina e hidroxiprolina (NELSON & COX,
2014). Séo as principais proteinas usadas na fabricacdo de bebidas, alimentos,
medicamentos e cosmeéticos (BADOEI-DALFARD, MONEMI &
HASSANSHAHIAN, 2022).

Devido a estrutura resistente dos colagenos, apenas pela acdo de algumas
proteases podem ser degradadas, 0 que inclui cisteina proteases e
metaloproteinases de mamiferos e também metaloproteinases microbianas
(DUARTE, CORREIA & ESTEVES, 2016; ALIPOUR et al., 2016, BHAGWAT, &
DANDGE, 2018). Desempenha funcdes importantes em diferentes processos
biolégicos como a adesédo celular e a formatacdo de 6rgaos (BHAGWAT, &
DANDGE, 2018). Os peptideos obtidos através da quebra do colageno possuem
importancia industrial e farmacéutica (DUARTE, CORREIA & ESTEVES, 2016;
ALIPOUR et al., 2016), enquanto as colagenases possuem sua utilizacdo na
indUstria téxtil, alimenticia, médica e cosmética (DUARTE, CORREIA &
ESTEVES, 2016; ALIPOUR et al., 2016; BHAGWAT, & DANDGE, 2018; PAL &
SURESH, 2016).

Colagenases bacterianas sdo capazes de hidrolisar tanto o colageno nativo
quanto o desnaturado, raramente sdo produzidas por bactérias ndo patogénicas
(BADOEI-DALFARD, MONEMI & HASSANSHAHIAN, 2022). Frequentemente
apresentam como limitagdo sua instabilidade em longos periodos de uso e o
elevado custo de obtenc&o para uso industrial (BADOEI-DALFARD, MONEMI &
HASSANSHAHIAN, 2022). Em se tratando de bactérias, espécies anaerobias,
bactérias do género Clostridium, apresentam as colagenases mais conhecidas e
de maior disponibilidade para uso industrial (RANI & POOJA, 2018). Algumas
bactérias sdo capazes de produzir gelatinases, que hidrolisam a gelatina em
polipeptideos menores, para facilitar a absorcdo de aminoacidos pela bactéria
(VAN PHUONG et al.,, 2021). A producdo de gelatinases por organismos
endofiticos € um fator de protecéo para plantas do ataque de fungos patogénicos

(VAN PHUONG et al., 2021). As enzimas agem degradando a matriz extracelular
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produzida por fungos fitopatogénicos, comprometendo a adesdo dos mesmos a
planta, impedindo o avango da infecgao (INOUE et al., 2007). O crescimento do
fitopatdgeno Magnaporthe oryzea sobre o trigo pode ser debelado pela acédo de
uma metaloprotease, a gelatinase B (VAN PHUONG et al., 2021). Também foram
encontradas nas raizes de arroz, 76 isolados de bactérias endofiticas produtoras
de gelatinases e outras enzimas com capacidade de combater o fungo
Xanthomonas oryzea pv. oryzea (VAN PHUONG et al., 2021).

Ja4 foram encontradas atividades altas para gelatinases em algumas
espécies de fungos. Park et al. (2018) relatou o isolamento de 88 fungos
produtores de gelatinase, oriundos de massas de ovos do peixe da espécie
Arctoscopus japonicus, sendo as espécies Aspergillus candidus SFC102207,
Beauveria felina SFC101682, and Penicillium cf. concentricum SFC101540
identificadas como grandes produtores de gelatinases. Anju et al. (2018) relatou a
producdo de algumas enzimas de importancia comercial, entre elas, colagenases
produzidas por duas espécies de fungos patogénicos de nematoides:
Duddingtonia flagrans e Arthobotrys conoides. As atividades colagenoliticas e
gelatinoliticas estdo entre aquelas frequentemente estudadas em organismos
patogénicos (BONCI et al, 2021), incluindo aqueles dermatoéfitos, grandes
produtores desse tipo de enzima (SHARMA et al.,, 2017). BONCI et al. (2021)
relatou o isolamento de fungos dermatéfitos de origem clinica produtores de
gelatinases, Microsporum canis, Nannizzia gypsea, Nannizzia nana, Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton sp. e também isolados obtidos do ambiente de

N. gypsea, N. nana. e Trichophyton sp..

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar parcialmente a(s) oxidorredutase(s) e a(s) protease(s) produzidas pelo
A. ricini por fermentacdo em estado sélido, empregando coprodutos e residuos

agroindustriais como meio de cultura.

3.2 Objetivos especificos
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1. Testar diferentes residuos e coprodutos agroindustriais para o cultivo em

estado solido do A. ricini;

2. ldentificar atividades de diferentes oxidorredutases e proteases presentes nos

extratos proteicos oriundos do crescimento fungico;
3. Descrever rotas de isolamento parcial para as enzimas extraidas;
4. Definir aplicacdes para as enzimas extraidas.

4 SECAO EXPERIMENTAL I: ISOLAMENTO PARCIAL DE LACASE E
DESCOLORACAO DO AZUL DE BROMOFENOL

4.1 Materiais e métodos
4.1.1 Obtencéao do fungo, residuos e preparo de inoculo

O fungo estudado é identificado como Amphobotrytis ricini URM 5627, foi
obtido da micoteca da Universidade Federal de Pernambuco. Os residuos de
bagaco de cana-de-acucar, fibra de casca de coco e o p6 de madeira, além do
farelo de trigo, foram obtidos através de doacéo de estabelecimentos industriais
da cidade de Macei6, Alagoas. Com excecao do farelo de trigo, todos foram
secos e triturados no Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de
Alagoas, na cidade de Rio Largo. Os residuos foram previamente submetidos a
secagem sob circulagdo de ar a 50°C por 24 h e trazidos ao laboratério onde
foram autoclavados a 121°C, 1 atm por 30 min e armazenados até o momento da
utilizacao.

O inoculo foi preparado a partir de uma placa de Petri contendo 20 mL de
meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA). O fungo foi cultivado a 25°C por 21
dias e armazenado sob refrigeracdo a 8°C por 30 dias. Em seguida, fungo foi
repicado sobre a superficie do meio de cultura BDA contendo 0,1% (m/m) de
lignina para promover a indugcdo da sintese de oxidorredutases. ApoOs o
crescimento do micélio, a placa foi armazenada em estufa microbioldgica a 25°C
por 21 dias. Esses in6cuos foram usados na etapa de fermentagdo em estado
sélido (FES).

4.1.2 Teste em placa de oxidagao do ABTS
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O teste foi executado de acordo com KAMESHWAR & QIN (2017) com
modificacbes. Foi preparado meio Agar Batata Dextrose em agua deionizada,
que foi autoclavado por 15 min a 121°C e depois teve adicionado 1 mM de ABTS
previamente filtrado em filtro milipore® 0,22 pm. Cada placa de petri foi
preenchida com 10 mL do BDA com ABTS. As placas contendo o meio foram
deixadas em repouso sob radiacdo UV por 20 min. Apdos esse tempo, cada placa
recebeu um disco de 1,5 cm do A. ricini, vedando-se as placas logo em seguida.
As placas foram mantidas em estufa microbiologica por 25°C e observadas até a

visualizacao do halo caracteristico da presenca de producao de lacases.
4.1.3 Testes de degradacao de azul de Bromofenol em meio liquido e soélido

Os ensaios foram conduzidos em microplacas, foram executados em pH 5,0
a 100 mM em acetato de sodio e em pH 8,0 a 100 mM em Tris-HCI. Cada reacao
foi executada a partir de uma mistura de 180 pL do corante dissolvida na solucao
tampao e 20 pL do extrato bruto contendo atividade lacase-simile. O branco teve
a amostra enzimatica substituida pelo tampéo de extracdo. Foram testados dois
corantes alimenticios, verde e laranja, da marca Arcolor® em duas
concentracbes cada, 0,1% e 0,01% (v/v), onde as leituras foram feitas no
comprimento de onda de 420 nm. Também foram testados 0s corantes téxteis
azul e azul marinho da marca Tingecor Guarany® em duas concentracdes cada,
0,01% e 0,1% (w/v). Tiveram as absorbancias medidas a 600 nm. Foram também
testados nas concentracbes de 0,01% e 0,1% (w/v) as descoloracbes dos
seguintes corantes em suas respectivas absorbancias: Vermelho do congo (497
nm), vermelho de fenol (431 nm), vermelho de metila (429 nm), vermelho de
ruténio (530 nm), vermelho da prussia (420 nm), azul de comassie (580 nm),
azul de toluidina (630 nm), azul de metileno (664 nm), azul de bromofenol (600
nm), azul de remazol R (546 nm), rodamina B (546 nm), verde de bromocresol
(614 nm) e cristal violeta (600 nm). As reagOes foram incubadas a 25°C em
ambiente escuro, e as absorbancias foram medidas no momento inicial da reagéo
e a cada 24 h por 4 dias.

O teste de descoloracdo do Azul de Bromofenol em placa foi executado
segundo TEKERE et al. (2001) com modificagbes. Foi dissolvido meio Agar
Batata Dextrose em &gua deionizada. O meio foi autoclavado por 15 min a 121°C

e depois adicionado 0,02% de azul de bromofenol previamente filtrado em filtro
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milipore® 0,22 um. Cada placa de petri foi preenchida com 10 mL do BDA com o
corante. As placas contendo o meio foram deixadas em repouso sob radiacdo UV
por 20 min. ApOs esse tempo, cada placa recebeu um disco de 1,5 cm do A.
ricini, vedando-se as placas logo em seguida. As placas foram mantidas em
estufa microbiologica por 25°C e observadas até a visualizacdo de descoloracao
do azul de bromofenol, indicando a presenca de lacases e a capacidade de

processar o corante.

4.1.4 Selegcéo dos meios de cultura e do tempo de FES para a producéo de

oxidorredutases

Quatro residuos ou coprodutos agricolas foram testados na FES: farelo de
trigo, bagaco de cana-de-acucar, fibra de casca de coco e p6 de madeira. Todos
os residuos e coprodutos foram esterilizados a 121°C e 1 atm por 30 min em uma
autoclave vertical e armazenados a temperatura ambiente até o momento do
uso. Cada 10 g de residuo ou 5 g, no caso do bagaco de cana de acUcar, foram
transferidos para Erlenmeyers de 125 mL, que fora esterilizados novamente a
121°C e 1 atm por 30 min em uma autoclave vertical. Os discos de 1,5 cm de
didmetro do meio Agar Batata Dextrose com 0,1% de lignina contendo o micélio
foram colocados nos residuos ou coprodutos agroindustriais. Os Erlenmeyers
foram tampados com algodbdes previamente esterilizados por autoclave e
mantidos a 25°C em repouso. Os tempos de incubacao foram de 0, 7 e 14 dias.
Em cada tempo, foram realizadas as extracbes dos produtos liberados
extracelularmente pelo A. ricini. Essas extracdes foram feitas com a adicdo de
solucéo tampéao de concentragcdo 100 mM de tartarato de sédio contendo 5 mM
de EDTA em pH 3,5, em uma relagédo de 20 mL de solucéo para cada 10 g do
substrato. As extracbes no bagaco foram executadas com 20 mL de solucdo
extratora para cada 5 g de residuo. Apds 5 min de contato da solugcao extratora
com os cultivos solidos, as extracdes foram filtradas em papel filtro e
centrifugadas por 15 min, 4°C a 9000 x g. Os sobrenadantes foram coletados e
designados como extrato proteico bruto (EPB). Os EPBs tiveram suas atividades
oxidorredutases investigadas por diferentes métodos espectrofotométricos
utilizando substratos enzimaticos comerciais para diferentes enzimas e o teor de
proteinas das extracdes foi quantificado pelo método de Bradford (1976), a fim de

verificar qual melhor meio de cultivo e tempo para a producdo dessas enzimas.
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4.1.5 Quantificacdo de atividade de enzimas oxidorredutases

Foram executados ensaios de atividade para diferentes enzimas
oxidorredutases. Foram feitos testes de atividade para as enzimas manganés
peroxidase, através do ensaio descrito por Paszczynhski, Crawford & Huynh,
(1988), para a lignina peroxidase pelo método de Magalhdes et al. (1996), para a
atividade tirosinase como mensurada por No et al. (1999) e para a atividade
peroxidase por método descrito por Simdes-Alves et al. (2019).

As reacdes de atividade para a presenca de lacase foram executadas em
microplacas com volume total de 200 puL medindo a oxidacdo enziméatica do
ABTS segundo relatado por Afreen et al. (2017). A atividade de formacdo do
cation ABTS" foi calculada de acordo com a férmula abaixo, baseada na definida

por Holme & Pech (1996), com modificacdes:

Atividade (U/mL) = AAxVt (mL)x10°
ext(mim)xVs (mL)

Onde o €=36,000 M-1 cm-1 é o coeficiente de extingdo do ABTS® em
comprimento de onda de 420nm; o AA é a variagao entre a absorbancia final e
inicialda reacéo, V; é o volume total da reacdo e Vs é o volume usado de amostra
na reacao.

Cada extracdo teve a atividade aferida por uma triplicata de reacdes
compostas por 160 pL de solucdo tampdo a 100 mM de tartarato de sodio + 20
puL de extrato enzimatico + 20 pL de substrato a 1 mM, pelo acréscimo da
absorbancia nos comprimentos de onda de 420 nm para o ABTS. As medi¢cbes
de atividade tiveram como base a diferenca entre a medicao final da reacdo e a
aquela no momento inicial da reacéo, relativo a adi¢cdo do substrato. As reacdes
foram realizadas 25°C, 60 min, exceto quando discriminado. Foram realizados
também testes de atividade sobre diferentes substratos enzimaticos processados
por lacases. Foram testados os substratos Siringaldazina (DEDEYAN et al.,
2000) lodeto (KAMESHWAR & QIN, 2017), resveratrol, medindo atividade
estibeno oxidase (PEZET, PONT & HOANG-VAN, 1992) e lignina nitrada
(AHMAD et al., 2010).

4.1.6 Precipitacéo salina
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No EPB com maior atividade enzimatica de oxirredutases foram realizados
fracionamentos por meio de adicdo de (NH4).SO4 em cinco faixas saturacao: O-
20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100%, de acordo com Santos et al. (2016).
Cada ciclo € composto por adi¢éo de sal, um estagio de repouso sob refrigeracao
a 8°C por uma hora, e por fim, centrifugacéo, onde o sobrenadante € levado para
0 préximo ciclo de precipitacdo, enquanto o corpo de fundo € ressuspendido em
solugdo tampédo de extracdo. As centrifugagbes foram feitas por 15 min em
centrifuga de micro tubos Interprise® a 8°C. A fracdo com maior atividade
enzimatica foi escolhida para dar segmento ao processo de isolamento das

enzimas.
4.1.7 Dialise

A dialise foi feita utilizando uma membrana de dialise, onde as fracfes
advindas da precipitacdo com atividade enziméatica foram colocadas e vedadas
atraves de presilhas plasticas nas extremidades. Para que o sal fosse removido
das amostras, foi feita uma didlise com 3 trocas de 500 mL de solucao tampao
100 mM de tartarato de sodio (pH 3,5) de 2 h cada e uma ultima troca em
overnight. ApOs esse processo, a amostra foi levada a cromatografia de troca

iGnica.
4.1.8 Cromatografia de troca idbnica

A coluna contendo volume de 50 mL de resina trocadora de anions DEAE-
Sepharose Fast Flow foi usada para cromatografar as fracbes anteriormente
dialisadas. A cromatografia foi iniciada com equilibrio de trés volumes de coluna
com solucdo tampdao tartarato de sodio 100 mM pH 8,0. 0,790 mL da amostra
dialisada foi centrifugada a 25°C por 1 min a 14000 rpm e o sobrenadante entdo
aplicado ao sistema AKTA PURE (GE)®, que eluiu as proteinas da amostra em
uma lavagem de 1 volume de coluna da solucdo de equilibrio e em seguida em
um gradiente de NaCl (0-100%) em 10 volumes de coluna, finalizando com 1
volume de 100% do sal. As fragdes de 12 mL cada foram coletadas em tubos
falcon de 15 mL cada. O fluxo da fase movel pela coluna foi de 0,5 mL/min em
todas as etapas da cromatografia. Aliquotas das fracbes foram analisadas
espectrofotometricamente a 280 nm para avaliar a presenca de proteinas tiveram

suas atividades enzimaticas medidas.
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4.1.9 SDS-PAGE

As eletroforeses em gel de poliacrilamida foram realizadas para verificar o
progresso do isolamento das enzimas. Os géis de empilhamento e separacéo
foram preparados nas concentracoes de 4 e 12% respectivamente, segundo
descrito em Laemmli (1970). Foram aplicadas amostras com adi¢do da solucao
tamponante (0.5 M Tris-HClI pH 6.8; 2% SDS; 10% Glicerol; 5% 2-
Mercaptoetanol; 0,001% de azul de bromofenol) em diferentes canaletas cada
apos aquecimento de 5 min a 100°C e subsequente centrifugacdo. A corrida foi
feita a voltagem constante de 120 mV e a revelacdo das proteinas foi feita

através da coloracdo com nitrato de prata.
4.1.10 Coloragdo com nitrato de prata em gel de poliacrilamida

Para a coloragcdo com prata, foram empregadas duas soluc¢des. Solugédo A
(0,4 g de AgNO3 em 2 mL de &gua deionizada) e solugao B (126 uL de NaOH 10
M + 10,4 mL de agua deionizada). A solucado A foi vertida sobre a solucdo B em
agitacdo e o volume foi ajustado com adicdo de agua deionizada até 50 mL. Apds
a corrida das amostras em eletroforese (SDS-PAGE), o gel foi imerso na mistura
das solucdes A e B por 15 min. Depois dos 15 min passados, o gel foi lavado trés
vezes em agua deionizada por 3 min e entdo foi adicionada a solucéo reveladora
recém-preparada composta por 50 mL H,0 + 25 uL de formaldeido 37% + 25 pL
acido citrico a 10 %, onde o gel permaneceu até que fosse possivel a
visualizacdo os perfis eletroforéticos das amostras. A reacdo é interrompida e
armazenada em solucdo descorante de 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de

acido acetico.
4.1.11 Quantificac@o de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada através do método de Bradford
(1976). A curva padrdao de quantificacdo de proteina foi determinada com
diferentes concentracdes de albumina bovina sérica. As triplicatas para a
quantificacdo do teor proteico das amostras foram feitas em microplacas de 96
pocos, com um volume total de 200 L para cada reagédo, composta de 190 pL de
reagente de Bradford e 10 pL da amostra testada, onde o branco substituiu o

volume da amostra pela sua respectiva solugcao extratora.
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4.2 Resultados e discusséo
4.2.1 Obtencéao do fungo, residuos e preparo de inoculo

Os residuos/co-produtos permaneceram viaveis e sem alteracdes visiveis a
olho nu apds a secagem, autoclavagem e armazenamento. Ao fim do periodo de
21 dias de cultivo em meio indutor, a placa evidencia o crescimento do fungo na
forma de um halo cinza que apresenta regides mais claras e, mais notavelmente
na regido do indculo (figura 1) uma coloragdo mais escura. Além disso, o micélio

apresentou aspecto levemente aveludado.

Figura 1. Placa de Petri contendo meio de cultura Batata-dextrose-agar e 0,1 % (w/w) e micélios de

A.ricini ap6s 21 dias de incubacgéo. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Teste em placa de oxidacdo do ABTS

A seguir, na figura 2, podemos visualizar as placas com o0s meios de
crescimento contendo ABTS antes e ap6s do crescimento do fungo.
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b.

Figura 2. Teste qualitativo em placa para atividade lacase. O meio Agar Batata Dextrose contém
ABTS. a. Placas antes da adicdo do fungo na placa. b. Placas com os fungos apés 7 dias de
crescimento no meio. O halo de cor purpura ao redor do micélio é referente a oxidagdo do

substrato e mostra producéo da enzima.

Kameshwar & Qin (2017) descrevem como sinal tipico de atividade lacase,
nesse teste, a presenca de um halo verde e um halo de cor parpura. Entretanto,
€ possivel encontrar sinais diferentes de producao de lacase na literatura. Patel &
Bhaskaran (2020) obtiveram no teste de lacase em placa apenas um halo verde
em torno do fungo Peyronellaea pinodella BL-3/4. O mesmo sinal de cor verde foi
obtido pelas espécies Trichoderma asperllum, Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor e Pleurotus ostreatus foi obtido por Ambatkar et al. (2021).
Porém, Vipotnik, Michelin & Tavares (2022) visualizaram formacéo do halo de cor
purpura no crescimento cepas de Trametes versicolor. Fernandez-Remacha et al.
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(2022) também encontrou nos testes em placa, um halo arroxeado proveniente
da oxidacdo do ABTS pela enzima lacase dos fungos Gliomastix murorum e
Onidiobolus thromboides. Importante salientar que existem diferencas na
execucao dos ensaios aqui citados, e que podem ter relacdo com diferengcas nos
resultados. A oxidacdo enzimatica de ABTS na auséncia de peroxido de
hidrogénio é algo proprio de lacases, que comprova a presenca de lacases
verdadeiras (KUMAR et al., 2016). Como pode ser observado, podemos afirmar
gue o fungo estudado é capaz de produzir lacases em meio gelatinoso que sao

capazes de oxidar o ABTS.
4.2.3 Testes de degradacao de azul de Bromofenol em meio liquido e soélido

Os testes de descoloracdo em meio liquido ndo demonstrou qualquer nivel
de eficacia para nenhuma das substancias testadas nas condicfes relatadas. A
seguir, na figura 3, os registros visuais do cultivo em placa do fungo A. ricini em

meio Agar Batata Dextrose contendo 0,02% de Azul de Bromofenol.




41

d.

Figura 3. Teste qualitativo em placa de descoloracdo do azul de bromofenol. O meio Agar Batata
Dextrose contém Azul de Bromofenol. a. Placas antes da adicdo do fungo na placa. b. Placas
com os fungos apds 7 dias de crescimento no meio. c. Placas apds 14 dias de crescimento e d.
Placas ap6s 21 dias de crescimento. E perceptivel uma gradativa diminuicdo da cor azul original

da placa a medida que o fungo cresce.
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E possivel observar a clarificacdo do meio de coloragéo azul clara na medida
em que héa crescimento do fungo. Outros ensaios de descoloracdo em placa de
outros corantes ja foram realizados, como o cultivo de uma cepa de Aspergillus
spp. para degradacdo em placa de corante Azul de Comassie (DAVE, BHARTI &
MEENAXI, 2021). Tekere (2001) relata esse ensaio como um experimento
qualitativo indicativo da presenca de lacase, e o sinal tipico € o clareamento do
meio. Kumar et al. (2016) descreve degradacéo do azul de bromofenol em meio
Agar Batata Dextrose como consequéncia do crescimento da espécie Aspergillus
flavus, apresentando clareamento em forma de halo em torno do micélio do fungo
e Singh & Singh (2010) Descreve degradacdo do mesmo corante para mesmo
fungo.

Entretanto, nenhum dos artigos citados descreve ou demonstra de forma
clara a completa descolora¢do no meio. E possivel afirmar, através das imagens
apresentadas, que o A. ricini € um fungo capaz de processar o Azul de
Bromofenol em meio gelatinoso, que é uma caracteristica interessante, pois
indica a possibilidade de decompor corantes através da producao de enzimas, 0
que pode propiciar seu uso para biorremediacdo. O tempo necessario para
descoloracdo completa em placa, 21 dias, também pode explicar por que nao foi
possivel detectar degradacéo dos corantes testados nos ensaios em fase liquida,
que duraram apenas 4 dias. Sao necessarios mais experimentos para confirmar
se é possivel a descoloracdo do Azul de Bromofenol ou outro corante em fase

liquida.

4.2.4 Selegcédo dos meios de cultura e do tempo de FES para a producéo de

oxidorredutases

Foram observados crescimentos de micélios em todos os residuos e
coprodutos testados. Em todos eles, houve algum crescimento do A. ricini em
comparacao aos residuos nao inoculados. Os melhores crescimentos do micélio
com a coloragdo caracteristica, acinzentado com partes esbranquicadas, foram
observados mais pronunciadamente no farelo de trigo, onde no dia 7 de
incubacéo ja podia ser observada a tomada completa do residuo pelo fungo, algo
que so foi visualizado no bagaco de cana no dia 14, embora no dia 7 ja fosse
possivel observar algum crescimento. Sobre o p6 de madeira, foi visualizada uma

pequena regido, na superficie do residuo, levemente esbranquicada, e na casca
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de coco, um pequeno micélio em torno do disco de inoculacéo, totalmente em
cinza-escuro. Tanto na madeira quanto na casca de coco so foi possivel observar
algum sinal de crescimento do micélio no dia 14. As extracdes feitas nos dias 0, 7
e 14 foram realizadas e cada uma delas teve a atividade aparente de lacase,

medida pela capacidade de oxidacdo do ABTS (Tabela 1).

Extrato Tempo de Atividade Total (U)
incubacéao (Dias)

Farelo de Trigo 0 0,935

7 35,41

14 31,01
Bagaco de Cana 0 0
0

14 43,91
P6 de Madeira 0 0
0
14 0
Fibra de Coco 0 0
0
14 0

Tabela 1. Atividades totais das extracdes para a presenca de lacase. Os trés extratos do trigo,
e a extracdo do dia 14 em bagaco de cana foram os Unicos a produzir enzimas oxidantes de
ABTS. O ultimo dia de extracdo para o bagaco de cana apresentou a maior producdo dessas

enzimas.

E possivel observar que apenas as fermentacées sobre farelo de trigo e bagaco
de cana de acucar produziram a atividade de lacase (Tabela 1). Esses extratos
foram entdo quantificados quanto a presenca de proteina. Assim, a atividade

especifica desses EPBs foram obtidas (Tabela 2).

Extrato Tempo de AtividadeTotal Proteina Atividade
Incubacéao V) Total (mQ) Especifica
(Dias) (U/mq)

Farelo de Trigo 0 0,94 6,44 0,15



44

7 35,41 3,38 10,48

14 31,01 9,83 3,15
Bagaco de Cana 0 0 0,12 0
0 0,31 0

14 43,91 0,91 48,25

Tabela 2. Atividades totais, proteinas totais e atividade especifica das extracdes para a presenca
de lacase.

Podemos constatar que apenas 0s cultivos sobre bagaco de cana e farelo de
trigo apresentaram producdo detectavel de enzimas oxidantes de ABTS, o que
condiz com o resultado esperado, que era obter mais enzima dos residuos onde
houvesse maior crescimento fungico. Onde ndo houve proliferacdo significativa
do fungo, também n&o foi detectada capacidade de oxidacdo do ABTS, atribuindo
ao A. ricini URM 5627 a producdo da enzima. Atrelado a esse tipo de atividade,
esta a presenca da enzima lacase, que se faz presente em microorganismos que
se nutrem de matéria vegetal pela necessidade de degradar a parede celular de
vegetais para acessar nutrientes. Como ja é observada na natureza a presenca
do A. ricini na mamoneira e em outras espécies de plantas, é esperado que o
fungo produza esse tipo de enzima. Ligninases, celulases e hemicelulases s&o
enzimas importantes na desconstrucdo de matéria vegetal pelas suas
capacidades de agir sobre seus respectivos polimeros constitutivos da parede
celular dos vegetais. A presenca de uma celulase ja foi confirmada pelo
isolamento de uma endo-1,4-B glucanase (SILVA et al., 2018).

N&ao foi extraido teor detectavel de atividade do tipo lacase, que pode ser
explicada pela presenca de nutrientes acessiveis até o dia 7 no residuo. No
trabalho de Silva et al. (2018), a celulase foi isolada apds 6 dias de cultivo sobre
bagaco de cana, o que indica que o fungo pode estar obtendo glicose
diretamente do residuo para seu crescimento como fonte de carbono e depois a
partir da celulose do residuo, quando os acucares livres se esgotam. A presenca
de lacase pode indicar uma necessidade de buscar mais glicose e outros
nutrientes a medida que sua obtencdo a partir da celulose exposta ndo € mais
suficiente e o crescimento visivel do micélio sobre o bagac¢o do dia 7 ao dia 14
indica que a enzima oxidante de ABTS estudada nesse trabalho pode ter um

papel importante no crescimento saprofito do fungo. E possivel que o fungo



45

produza enzimas ligninoliticas para acessar mais nutrientes. A lacase é a
principal enzima produzida por microorganismos na degradacao de lignina, e o
fato de que a enzima extraida possui capacidade de produzir ABTS® como
produto indica que a enzima possa ser uma lacase, posto que o ABTS é o
substrato mais usado no estudo de lacases. Outra evidéncia de que a enzima €&
produto de crescimento do fungo é o crescente teor de proteina a medida que o
tempo avanca, chegando a sua maior concentracdo no dia 14, o tempo que
apresentou maior atividade enzimatica (Tabela 2). O aumento do teor proteico
pode ocorrer devido ao crescimento do fungo, bem como o aumento da producéo
de enzimas extracelulares.

No residuo de trigo, no dia 0, foi detectada uma presenca muito pequena de
oxidacdo de ABTS+, que parece ser oriundo do proprio farelo de trigo, seja por
acao enzimatica, seja pela presenca de substancias quimicas de maior potencial
oxidante que o ABTS. No dia 7 de cultivo sobre o trigo € observado uma
elevacao de 69,87 vezes na atividade especifica da lacase, que pode ser fruto de
dois fatores. Um deles € o aumento da producdo da enzima, que deve estar
ligado ao crescimento do fungo e sua necessidade na busca de nutrientes no
interior das células vegetais. O outro é a diminuicdo do teor de proteina extraida
no dia 7 em relacdo ao dia 0, que talvez ocorra devido ao consumo de proteinas
presentes no residuo pelo fungo para seu desenvolvimento, posto que no dia 0
nao ha crescimento do fungo, enquanto no dia 7 é possivel observar o micélio
presente no residuo inteiro.

E importante apontar que a lacase possa atuar sobre as células do trigo para
facilitar, entre outras coisas, 0 acessO a proteinas necessarias ao Seu
desenvolvimento, ja que no dia 7 a atividade atribuida a lacase € a maior de
todos os outros cultivos sobre farelo de trigo. No dia 14, a atividade especifica
entdo sofre um decréscimo de 3,33 vezes com um aumento do teor de proteina
acima do patamar do dia 0 e da diminui¢do de atividade de lacase. Isso pode ser
explicado por uma dinamica ciclica de producdo de enzimas segundo as
necessidades do fungo. O fungo consome o0s nutrientes mais facilmente viaveis
até o momento de seu esgotamento, e entdo, em busca de mais nutrientes, pode
produzir enzimas degradadoras de matéria lignocelulosica para expor aqueles
nutrientes protegidos pela parede celular do residuo. Os numeros para a

atividade da suposta lacase e o teor proteico da extragcao podem ser referentes a
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um momento de grande acesso de proteinas ja liberadas pela acdo de enzimas
lignoceluloliticas, tornando a acdo dessas enzimas, nesse momento menos
necessaria, explicando o declinio da oxidacdo do ABTS na extragdo. Importante
lembrar que a elevagcdo das concentracbes de proteinas no extrato pode estar
dificultando o acesso do ABTS ao sitio ativo da pré-suposta lacase, e a liberacdo
de proteinas do residuo pode induzir a producdo de proteases, que podem estar
agindo sobre as lacases, degradando-as, colaborando novamente para o
decréscimo de sua atividade. Essa dinadmica ciclica, em tese, também explicaria
a producéo da enzima em grande quantidade no cultivo sobre o residuo de cana.

Entretanto, afirmar que o ciclo composto por consumo de nutrientes até o
esgotamento, e posterior producdo enzimatica para liberacdo de mais nutrientes
intracelulares do residuo, a fim de continuar o crescimento do micélio é, nesse
momento, peremptorio. S80 necessarios mais estudos com relacdo ao
desenvolvimento do fungo sobre os residuos até o final de seu ciclo, como
ensaios de capacitancia, matéria seca e obtencdo de dados metabdlicos do
fungo (BOTELLA; HERNANDEZ; WEBB, 2019). O residuo que apresentou a
maior producdo de atividade atribuida a lacase, tanto nos valores absolutos
guanto relativo ao teor de proteinas, foi o cultivo sobre bagaco de cana apés 14
dias de cultivo, que foi usado para as tentativas de isolamento da enzima
oxidante de ABTS. O extrato sera a partir daqui, referenciado como EPB.

Um fato, porém, chama atencdo com relacdo a monitoracdo de atividade de
lacase. O ABTS é o substrato mais usado para indicar presenca da enzima em
amostras, porém, € o menos especifico desses substratos, possuindo potencial
de oxidacdo consideravelmente menor que outros substratos cromogénicos para
localizar a mesma atividade, sendo mais susceptivel & oxidagdo. Nenhum dos
extratos com atividade oxidante de ABTS, entretanto, mostrou capacidade
oxidante da siringaldazina. A siringaldazina & descrita como um substrato com
maior potencial de oxidacdo, mais especifico na pesquisa de lacases e um
substrato fendlico, mais préximo, portanto, dos anéis que compdem a lignina,
substrato ao qual essa enzima degrada na natureza. O ABTS nao é um substrato
fendlico, ele apresenta outros tipos de anéis em sua estrutura quimica. Contudo,
muitas enzimas séo identificadas como lacases em diversos trabalhos usando

apenas o0 ABTS como sonda ao longo do isolamento e caracterizagao.
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4.2.5 Precipitacéo salina

O extrato bruto foi fracionado em cinco partes, e suas atividades na producéo
de ABTS+foram medidas separadamente (Tabela 3). Essa tabela mostra as relagdes

quantitativas de atividade de cada fracdo para indicar onde a lacase foi concentrada.

Amostras Atividade Total (U)
EPB 4,69
0-20% 0
20-40% 0
40-60% 0,3335
60-80% 1,093
80-100% 0

Tabela 3. Atividades totais do extrato bruto e de suas frages obtidas na precipitacéo salina.

Apenas as fragBes 40-60% e 60-80% apresentaram atividade para a lacase na precipitacéo.

As amostras com atividade foram quantificadas quanto a seus teores de

proteina, e comparadas ao extrato bruto em relacdo a suas atividades especificas
(Tabela 4).

Amostras Atividade  Proteina Atividade Recuperacéao
Total Total Especifica
(V) (mg) (U/mg)
EPB 4,69 0,28 16,75 100%
40-60% 0,33 0,04 8,25 7,04%
60-80% 1,09 0,038 28,68 23,24%

Tabela 4. Dados de atividade, proteina, atividade especifica e recuperagdo do extrato e das
fracdes com atividade lacasica. Os dados mostram um enriquecimento da atividade monitorada

na fracdo 60-80% em relacdo ao teor proteico, como mostrado pelos valores de atividade
especifica.

A fracdo 40-60% reteve 7,04% apenas da atividade original do extrato,
enquanto a fragdo 60-80% reteve 23,24%, tendo praticamente a mesma

quantidade de proteina (Tabela 4). A atividade especifica da segunda fracdo é
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maior que a da primeira porque embora a concentracdo de proteina seja
praticamente a mesma, a atividade de oxidacdo do ABTS é maior na fracdo 60-
80%. Isso indica que a fracdo mais rica na enzima estudada € a fracdo 60-80%,
pois ela estd em maior quantidade em meio ao conjunto de proteinas que
compdem essa fracdo. A diferenca de atividades em duas fracdes diferentes no
fracionamento salino pode indicar a presenca de mais de uma isoforma da
mesma enzima produzida pelo fungo, posto que mesmo lacases de um mesmo
organismo possam ter afinidades diferentes para diferentes substratos
enzimaticos. Ja foram isoladas isoformas de lacases que precipitaram em fracfes
diferentes do salting out apresentando diferentes atividades na oxidacdo do
ABTS. Embora a precipitagdo salina demonstre diferentes atividades para a
oxidacdo do ABTS nas duas fracbes, também é possivel que sejam oriundas da
mesma enzima que apenas distribuiu de maneira diferente sua atividade em duas
fracbes adjacentes no salting out. Isso s6 sera possivel de afirmar apds o
isolamento completo da(s) enzima(s). Na eletroforese em gel de poliacrilamida
em condicdo redutora ndo foi possivel visualizar diferencas significativas na
qguantidade de bandas de proteinas que compdem o extrato e suas fracoes,
incluindo as canaletas 4 e 5, correspondentes as fracdes com atividade (figura 2).
Foram unidas ambas as fracdes para expd-las ao processo de didlise, a fim de
remover o sal usado na precipitacdo para que este nao interferisse na

cromatografia de troca ibnica.
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Figura 4. Gel de SDS-PAGE corado com nitrato de prata. As canaletas mostram o peffil
proteico do extrato bruto e das fracdes da precipitacdo: 1) Extrato bruto; 2) 0-20%; 3) 20-
40%; 4) 40-60%; 5) 60-80% e 6) 80-100%.

4.2.6 Dialise:

A dialise foi executada a fim de remover o sulfato de aménio. Foi feito o

calculo de atividade das fragcdes antes e depois da dialise.

Amostra Atividade (U) Recuperacéao
40-80% 0,33 100%
Dialisado 0,19 57,58%

Tabela 5. A atividade total da amostra disponivel das duas fragBes unidas antes (40-80%) e

depois da didlise.

A didlise diminuiu a atividade total da amostra em 42,42% (Tabela 5). De
alguma forma, mesmo sob resfriamento durante todo o processo, a enzima
perdeu boa parte de sua atividade. E possivel que a enzima seja sensivel ao
resfriamento, embora lacases fungicas costumem se manter estaveis em
temperaturas mais baixas. Entretanto, é sabido que algumas enzimas possam
perder estabilidade apds dialise. A amostra dialisada foi levada a uma

cromatografia de troca ibnica.
4.2.7 Cromatografia de troca ibnica

As proteinas presentes na amostra foram adsorvidas, fato que foi confirmado
pela liberacdo de diferentes sinais de proteina ao longo da lavagem e
principalmente durante a aplicacdo do gradiente de sal (Grafico 1). Foram
desorvidas proteinas até o fim da corrida cromatogréafica, eluidas em diferentes
concentracbes de NaCl através de um gradiente crescente. Os primeiros 6 mL
coletados contém toda a atividade lacésica da cromatografia, o que corresponde
a um volume menor que o volume morto da coluna. Cromatografias de
trocadores fracos como a DEAE-Sepharose, embora frequentemente usados no
isolamento de lacases, geralmente ndo sdo conduzidos em corridas de pHs tao
acidos quanto o usado nessa corrida. Provavelmente, a fase mével de pH 3,5

limitou a ionizacdo dos grupamentos ionizaveis da resina pelo excesso de H* em
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solucéo. Por outro lado, o excesso de prétons pode também ter repelido a
enzima também carregada muito positivamente ao ponto de expulsa-la da coluna

mais rapido do que o fluxo da cromatografia permitiria usualmente.

0.15+ - 0.4
-e- 420 nm
- 0.3 - 280 nm
0.10+
:
8 - 0.2 g
~ 0.054
- 0.1
0.004 —— 0.0
0 20 40 60 80
Fracdes

Gréfico 1. Perfil cromatografico referente a estimativa de proteina das fragées (280 nm) e suas
respectivas absorbancias de atividade (420 nm). A Unica fragcdo com atividade é a primeira fragéo

da corrida cromatografica (F1).

Embora a enzima ndo tenha sido adsorvida pela coluna, sendo coletada
completamente quase simultaneamente a injecdo da amostra na coluna, a
cromatografia foi capaz de separar diferentes proteinas (Grafico 1). No gel de

eletroforese podemos observar o perfil proteico da amostra que reteve atividade

(Figura 5).
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Figura 5. Gel de SDS-PAGE corado com nitrato de prata. 1) F1 com 2-mercaptoetanol e 2) Sem
2-mercaptoetanol. Na canaleta 1 é possivel observar duas bandas pretas ao centro do gel bem

préximas, enquanto na canaleta 2 é possivel visualizar trés bandas mais claras.

E esperado em géis de eletroforese que amostras expostas a agentes
redutores figuem mais marcadas em coloragdo com azul de comassie ou nitrato
de prata, pois essas proteinas estdo mais expostas a interacdo aos agentes de
coloracdo devido ao rompimento de pontes dissulfeto. Entretanto apenas duas
das bandas parecem possuir a mesma massa em ambos 0s géis, sendo a
excessdo a terceira banda mais baixa presente na canaleta 2 (Figura 3). A
reducdo de ligacOes dissulfeto de proteinas por 2-mercaptoetanol pode fazer com
gue cadeias polipeptidicas se dissociem, decompondo proteinas multiméricas. A
zona escura ha canaleta um pode estar escondento proteinas de baixa massa
molecular que podem ser unidas por pontes dissulfeto, que quando integras,
ajudam a sustentar a estrutura nativa de proteinas com massas mais altas, o
gue poderia explicar aauséncia da banda mais baixa na canaleta 1.

Ainda sim, é possivel reconhecer a consideravel diminuicdo de bandas que
essa fracdo oriunda da cromatografia apresenta em relacdo ao extrato bruto e as
fracOes do salting out. Outro dado que aponta para a remocao de contaminantes

em relacdo as etapas anteriores € o aumento da atividade (Tabela 6).

Amostras Atividade (U) Recuperacéao
Extrato Bruto 4,69 100%
40-80% 1,42 30,28%
Dialise 0,19 4,05%
DEAE-Sepharose 8,88 189,34%

Tabela 6. Atividades totais de cada etapa da purificacdo parcial da lacase. As
percentagens de recuperacado sao calculadas a partir da atividade absoluta de
extrato bruto.

A atividade total da lacase diminui a cada etapa realizada. Porém, a
cromatografia produz uma amostra com atividade superior a do extrato bruto
(Tabela 6). Esse efeito pode ser explicado pela remocdo de algum inibidor
reversivel presente na amostra através da cromatografia. Esse inibidor pode ser
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algum inibidor produzido pelo fungo para controlar a atividade de sua propria
enzima em momentos inoportunos para sua atividade catalitica, jA que as
enzimas costumam ser acompanhadas de seus respectivos inibidores naturais
em varios seres vivos. Existe a possibilidade da solucdo de extracdo que possui
pH muito acido extrair alguma molécula presente no residuo da cana que atue
como inibidor da lacase. Ainda tentando explicar esse salto de atividade em
relacdo ao extrato bruto € importante chamar atencéo para a presenca de EDTA
na solucdo de extracdo. O EDTA é uma espécie quimica que € capaz de
complexar diferentes ions metélicos e a lacase éum tipo de enzima que possui
multiplos fons Cu™ em seu sitio catalitico. E sabidamente capaz de inibir
atividade lacase em testes in vitro. O EDTA pode estar interagindo com o sitio
ativo das enzimas ou sequestrando o cobre da enzima,impedindo-as de oxidar o
ABTS nas reacfGes cromogénicas. Entretanto, é necessario apontar uma
inconsisténcia na possibilidade da remocdo do EDTA na cromatografia ser o
responsavel pela alta recuperacdo: As amostras que apresentam atividade para
a lacase foram submetidas a dialise, que € relatado como procedimento
suficiente para a remocéo de inibidores reversiveis. E possivel que o EDTA no
pH da solucdo extratora acabe interagindo mais fortemente com o cobre na
enzima, de forma que s6 a didlise ndo seja capaz de remové-lo da lacase, o que
s6 acontece com a aplicacdo da amostra em uma resina de troca anibnica.

Como a membrana de dialise usada tinha poros de 30 kDa, qualquer
molécula até essa massa pode ter sido eliminada da amostra, o que inclui o
EDTA.E possivel que alguma proteina produzida pelo préprio fungo com mais de
30 kDa seja responsavel pela reducdo da atividade apos a dialise pela sua
rencao no interior da membrana e entdo seja removida da presenca da lacase na
cromatografia. Qualquer que seja a natureza do inibidor é importante salientar
gue inibidores enzimaticos reversiveis podem proteger suas enzimas da perda de
suas estabilidades, o que ajudaria a explicar a grande recuperacao obtida. No
entanto, serdo necessarios mais estudos para explicar o ganho de atividade ao

final da rota aqui proposta.

5 SECAO EXPERIMENTAL Il: ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE
ENZIMAS COAGULANTES DE LEITE
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5.1 Materiais e métodos

5.1.1 Obtencéo do farelo de trigo, do fungo e preparo de inoculo

O farelo de trigo usado na fermentacdo em estado sélido, foi obtido do
Empdrio 4 Estrelas®. O fungo estudado é identificado como Amphobotrys ricini URM
5627, foi obtido da micoteca da Universidade Federal de Pernambuco. O inoculo foi
preparado a partir de uma placa de Petri contendo 20 mL de meio de cultura agar
batata dextrose (BDA). O fungo foi cultivado a 25°C por 21 dias e armazenado sob
refrigeracéo a 8°C por 30 dias. Em seguida, fungo foi repicado sobre a superficie do
meio de cultura BDA contendo 0,1% (w/v) de lignina. Apds o crescimento do micélio,
a placa foi armazenada em estufa microbiolégica a 25°C por 21 dias. Esses in6cuos

foram usados na etapa de fermentacdo em estado sélido (FES).

5.1.2 FES para a producao de proteases

O farelo de trigo usado foi adquirido através de compra na empresa Emporio
4 Estrelas ®. Cada 10 g de farelo usados foram transferidos para Erlenmeyers de
125 mL e esterilizados a 121°C e 1 atm por 30 min em uma autoclave vertical. Os
discos de 1,5 cm de diametro do meio Agar contendo o micélio foram colocados nos
Erlenmeyers contendo farelo. Os Erlenmeyers foram tampados com algoddes
também esterilizados por autoclave e mantidos a 25°C em repouso, em estufa
microbiolégica por 14 dias. A extracédo foi realizada com a adi¢do de solugdo tampéao
de concentracdo 100 mM de Tris-HCI em pH 8,0, em uma relacdo de 20 mL de
solucdo para cada 10 g do substrato. Apos 5 min de contato da solugcédo extratora
com o trigo, as extracdes foram filtradas em filtro milipore® 0,22 um e centrifugadas
por 15 min, 25°C a 8000 x g. Os sobrenadantes foram coletados, reunidos e
designados como extrato proteico bruto (EPB). O EPB teve sua atividade proteolitica
mensurada atraveés da utilizacdo de diferentes métodos colorimétricos, utilizando

substratos enzimaticos comerciais.

5.1.3 Quantificacao de proteinas
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A quantificacdo de proteinas foi realizada através do método de Bradford

(1976), conforme relatado na secéo lll, topico 4.1.11.

5.1.4 Quantificacdo de atividade para tripsina, quimotripsina e elastase 2 e

atividade caseinolitica

As reacoes de atividade para a presenca de proteases foram executadas em
microtubos eppendorf® de volume de 1500 pL com volume total de reagao de 500
puL segundo Pontual et al. (2012) com modificacdes. O extrato obtido do cultivo sobre
o farelo de trigo ap6s 14 dias teve a atividade mensurada a partir da hidrolise do
substrato azocaseina. Uma triplicata de reac6es compostas por 100 pL de solucéo
tampdo a 100 mM de Tris-HCI contendo triton X-100 (0,1%) + 300 uL de azocaseina
(0,6%) + 25 pL de extrato enzimatico + 75 pL de solucdo tampdo a 100 mM. As
reacoes foram realizadas a 37°C por 60 min, e para encerrar as reacodes, foram
adicionados 200 uL de acido tricloroacético 10% (w/v). Apdés o encerramento, 0S
tubos foram refrigerados a 8°C por 30 min e em seguida, centrifugados por 10 min
em centrifuga de microtubos. 200 pL do sobrenadante de cada reacdo foram
transferidos para microplaca e as absorbancias medidas em leitora flexstation3® em
comprimento de onda 366 nm. A atividade é atribuida a diferenca de absorbancia
entre a reacdo e o branco, que é preparado da mesma forma que a reacdo, porém
adicionando a solucdo de parada logo em seguida a adicdo aos demais
componentes. Uma unidade de enzima € a quantidade necessaria para 0 aumento
de 0,01 de absorbancia.

As atividades das enzimas tripsina, quimotripsina e elastase 2 foram
investigadas com o uso dos substratos N-benzoil-D,L-arginina-pnitroanilida (BApNA),
N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-pnitroanilida (SAAPFpNA) e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Leu-
pnitroanilida (SAAPLpNA), respectivamente. As reacdes para medir a presenca das
enzimas no extrato foram conduzidas em 473 uL de solugcéo tampéo pH 8,0 Tris-HCI
100 mM, 25 uL de EPB e 2 pL de BApNA a 50 mM. Reacéo ocorreu a 37°C, 60 min
e entdo foi encerrada por adicdo de 500 pL acido citrico a 20%. Reacbes séo
medidas em suas absorbéncias no comprimento de onda de 410 nm. As reacdes

foram executadas em triplicata, sempre confrontadas com um branco.

5.1.5 Célculo da atividade enzimatica coagulante de leite
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O calculo da atividade foi feito a partir da quantidade de enzima necessaria
para coagular 10 mL de caseina em 40 min de reacado a 37°C conforme a equacao a
seguir adaptada de Arima et al. (1970).

(2400%V)

t XV

MCA (U/mL)= [

Em que “V” é o volume do leite em mL, “t” se refere ao tempo de coagulagéo

em segundos e “v’ é o volume da extragdo enzimatica usado em mL.

5.1.6 Producao de coagulo seco e calculo de umidade

Cada triplicata foi preparada com 0.1 mL do extrato bruto com atividade
proteolitica + 1 mL de leite desnatado reconstituido Itambé®. O leite foi dissolvido a
25°C, em 10% (w/v), em uma solucdo de 10 mM de cloreto de calcio e ajustado para
pH 6.5 com HCI (Arima et al., 1970). A triplicata do ensaio de coagulacdo foi
confrontada com um branco que teve 0.1 mL de solugéo de extracdo no lugar da
extragdo enziméatica. Apds 3 horas, a triplicata com seu controle foi centrifugada em
centrifuga de microtubos por 2 min a 14000 rpm para a visualizacdo da atividade
coagulante. O sobrenadante foi separado de cada coagulo e estes foram entéo
pesados em balanca de infravermelho, que apresentou a porcentagem de agua
eliminada de cada coagulo, a partir do qual foram calculados os pesos dos coagulos

Secos.

5.1.7 Precipitagao salina

O extrato bruto passou por precipitacdo pela adicdao de (NH,4)>.SO4 em cinco faixas
saturacao: 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100%, de acordo com em Santos
et al. (2016). Cada ciclo é composto por adicdo de sal, repouso sob refrigeracdo a
8°C por uma hora e por fim, centrifugacdo, onde o sobrenadante € levado para o
proximo ciclo de precipitacdo enquanto o corpo de fundo é resuspendido em solugéo
tampao do extrato. As centrifugacées foram feitas por 15 min a 14000 rpm em
centrifuga de microtubos. O perfil de concentracdo de atividade para a proteases

nas fracdes serviram de base para a continuidade do processo de isolamento.
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5.1.8 Sistema aquoso bifasico

Foi determinada a concentracé@o de (NH4).SO, para o sistema aquoso bifasico
a partir do fracionamento salino. A concentracdo da atividade de proteases nas
fracOes norteou essa escolha. Foram executados ciclos completos de fracionamento
salino como descritos na sesséo anterior a fim de remover proteinas indesejadas até
que a amostra atingisse a saturacdo de sal méxima da fragdo anterior aquela que
atingiu 0,1 de absorbancia em reacdo conduzida por 1 h, a 37°C. A faixa
selecionada de saturacdo de sal foi entdo misturada na proporcédo de 1:0,5 mL de
polietilenoglicol 35000 (5%). Essa mistura foi deixada em repouso por 1 h a 25°C
para que em seguida, as misturas fossem centrifugadas por 15 min, 8000 xg a 25°C
em centrifuga. As duas fases formadas apos centrifugacdo foram separadas, sendo
a fase superior diluida em solucédo tampéao de extracdo. Cada uma das fases teve a
atividade para caseinase medida e seu teor de proteina quantificado através do
método de Bradford (1976).

5.1.9 SDS-PAGE

As eletroforeses em gel de poliacrilamida foram realizadas para verificar o
progresso do isolamento das enzimas. Os géis de empilhamento e separagdo foram
preparados nas concentracfes de 4 e 12% respectivamente, segundo descrito em
Laemmli (1970). Foram aplicadas amostras com adicdo da solucdo tamponante (0.5
M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 10% Glicerol; 5% 2- Mercaptoetanol; 0,001% de azul de
bromofenol) em diferentes canaletas cada apds 32 aquecimento de 5 min a 100°C e
subsequente centrifugacéo. A corrida foi feita a voltagem constante de 90 mV e a
revelacdo das proteinas foi feita através da coloracdo com nitrato de prata. As
corridas foram executadas utilizando 2-mercaptoetanol como agente redutor no

tampdao de amostra, exceto quando indicado.
5.1.10 Coloragao com nitrato de prata em gel de poliacrilamida
Foram preparadas duas solucfes para a coloracdo com prata, uma chamada

de solucdo A (0,4 g de AgNO3 em 2 mL de agua deionizada) e outra chamada
solugédo B (126 pL de NaOH 10 M + 10,4 mL de agua deionizada). A solugéo A foi



57

vertida sobre a solucdo B em agitacdo e o volume foi ajustado com adicdo de agua
deionizada até 50 mL. Apds a corrida das amostras em eletroforese (SDS-PAGE), o
gel foi imerso na mistura das solugdes A e B por 15 minutos. Depois dos 15 minutos
passados, o gel foi lavado trés vezes em 4gua deionizada por trés minutos e entédo
foi adicionada a solugéo reveladora recém-preparada composta por 50 mL H,0 + 25
ML de formaldeido 37% + 25 uL acido citrico a 10 %, onde o gel permaneceu até que

fosse possivel a visualizagéo os perfis eletroforéticos das amostras.

5.1.11 Efeito da temperatura sobre a atividade caseinolitica

O efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica foi testado nas
temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60 e 70°C. Foram preparadas reagdes contendo 300
uL de azocaseina 0,6% (w/v), 100 L de triton X-100 a 0,1% (w/v), 80 uL de solucéo
tampéo de tris-HCI 100 mM em pH 8,0 e 20 uL de amostra. A atividade em cada
temperatura foi realizada por triplicata das reacdes condicionados em banho-maria
por 1 h, e apGs esse tempo, foi encerrada cada reacao com adicdo de 200 pL de
acido tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de cada triplicata sdo constituidos dos
mesmos elementos das reagfes, com a excec¢do de que foram preparados com a
adicdo do acido tricloroacético imediatamente apds a adicdo da enzima. Apds o
encerramento das reacdes, foram armazenadas a 8°C por 30 min e depois foram
centrifugados por 10 min em centrifuga de microtubos a 14000 rpm. Foram
coletados 200 pL de cada reacdo para leitura em microplaca no comprimento de
onda de 366 nm.

5.1.12 Efeito da temperatura sobre a estabilidade caseinolitica

O efeito da temperatura sobre a estabilidade proteolitica foi testado nas
temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60 e 70°C. Foram adicionados nos tubos eppendorfs
80 pL de solucéo tampéao de tris-HCI 100 mM em pH=8,0 e 20 pL de amostra que
permaneceram na temperatura testada por 30 min. Apos esse periodo, foram
adicionados 300 pL de azocaseina 0,6% (w/v) e 100 pL de triton X-100 a 0,1% (w/v).
A atividade em cada temperatura foi realizada por triplicata das reacdes
condicionados em banho-maria por 1 h, e apos esse tempo, foi encerrada cada

reagcdo com adicdo de 200 pL de &cido tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de



58

cada triplicata foram preparados da mesma forma que suas respectivas reacoes,
com a excecdo de que foram preparados com a adicdo do acido tricloroacético
imediatamente ap0s a adicdo da enzima. Apds o encerramento das reacdes, foram
armazenadas a 8°C por 30 min e depois sofreram centrifugacdo por 10 min em
centrifuga de micro tubos a 14000 rpm. Foram coletados 200 uL de cada reacéo

para leitura em microplaca no comprimento de onda de 366 nm.

5.1.13 Efeito do pH sobre a atividade caseinolitica

O efeito do pH sobre a atividade proteolitica foi testado nos pHs 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 e 11. As solugdes tampéo usadas foram os tampdes acetato de sddio (pHs 4 e
5), fosfato de sdédio (pHs 6, 7 e 11), tris-HCI (pH 8) e glicinato de sédio (pHs 9 e 10),
todos a 100 mM, exceto quando discriminado. Foram preparadas reacfes contendo
300 pL de azocaseina 0,6% (w/v), 100 uL de triton X-100 a 0,1% (w/v) preparado no
tampéao do pH testado a 500 mM, 80 pL da solugéo tampéo no pH testado e 20 pL
de amostra. A atividade em cada pH testado foi realizada por triplicata das reacoes
condicionados em banho-maria por 1 h na temperatura de maior atividade, e ap0s
esse tempo, foi encerrada cada reacdo com adicdo de 200 pL de acido
tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de cada triplicata sdo constituidos dos
mesmos elementos das reacfes, com a excecao de que foram preparados com a
adicdo do acido tricloroacético imediatamente ap6s a adicdo da enzima. Apds o
encerramento das reacdes, foram armazenadas a 8°C por 30 min e depois sofreram
centrifugacdo por 10 min em centrifuga de micro tubos a 14000 rpm. Foram
coletados 200 pL de cada reacédo para leitura em microplaca no comprimento de

onda de 366 nm.

5.1.14 Efeito do pH sobre a estabilidade caseinolitica

O efeito do pH sobre a atividade proteolitica foi testado nos pHs 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 e 11. As solugdes tampéo usadas foram os tampdes acetato de sodio (pHs 4 e
5), fosfato de sodio (pHs 6, 7 e 11), tris-HCI (pH 8) e glicinato de sédio (pHs 9 e 10),
todos a 100 mM, exceto quando discriminado. Foram adicionados nos tubos
eppendorfs 80 pL de solugcdo tampdo no pH testado e 20 pL de amostra que

permaneceram a 37° por 30 min. Apos esse periodo, foram adicionados 300 uL de
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azocaseina 0,6% (w/v) e 100 pL de triton X-100 a 0,1% (w/v) preparado no tampao
do pH de maior atividade em concentracdo de 500 mM. A atividade para cada pH foi
realizada por triplicata das reacdes condicionados em banho-maria por 1 h na
temperatura de maior atividade, e ap0s esse tempo, foi encerrada cada reagdo com
adicao de 200 pL de acido tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de cada triplicata
foram preparados da mesma forma que suas respectivas reacdes, com a excecao
de que foram preparados com a adi¢cdo do acido tricloroacético imediatamente apds
a adicdo da enzima. Apds o encerramento das reac¢fes, foram armazenadas a 8°C
por 30 min e depois sofreram centrifugacdo por 10 min em centrifuga de micro tubos
a 14000 rpm. Foram coletados 200 pL de cada reacéo para leitura em microplaca no

comprimento de onda de 366 nm.

5.1.15 Inibicdo enzimatica de proteases

O efeito de diferentes inibidores enzimaticos sobre a atividade proteolitica foi
testado utilizando EDTA, Ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol, PMSF, Benzamidina e
Inibidor de tripsina de girassol (SBTI). Todos os inibidores foram usados nas
concentracbes de 5 mM, exceto o PMSF e o SBTI, que foram utilizados a 1 mM.
Foram adicionados nos tubos eppendorfs 80 pL de inibidor (80 pL de agua
deionizada na reacao controle) e 20 uL de amostra que permaneceram a 37° por 30
min. Apés esse periodo, foram adicionados 300 uL de azocaseina 0,6% (w/v) e 100
uL de triton X-100 a 0,1% (w/v) preparado no tampédo do pH de maior atividade em
concentracédo de 500 mM. A atividade em cada inibidor foi realizada por triplicata das
reacoes condicionados em banho-maria por 1 h na temperatura de maior atividade,
e apos esse tempo, foi encerrada cada reagcdo com adicdo de 200 pL de &cido
tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de cada triplicata foram preparados da
mesma forma que suas respectivas reacgbes, com a excecdo de que foram
preparados com a adicdo do acido tricloroacético imediatamente apos a adicdo da
enzima. Apos o encerramento das reacoes, foram armazenadas a 8°C por 30 min e
depois sofreram centrifugacdo por 10 min em centrifuga de micro tubos a 14000
rom. Foram coletados 200 pL de cada reagdo para leitura em microplaca no

comprimento de onda de 366 nm.

5.1.16 Efeito de solventes organicos na atividade caseinolitica
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O efeito de diferentes solventes organicos sobre a atividade proteolitica foi
investigado para os solventes: metanol, etanol, isopropanol, terc-butanol, propanona,
acetonitrila e DMSO, todos a 50% (v/v). Foram adicionados nos tubos eppendorfs 80
uL do solvente (80 pL de 4gua deionizada na reacdo controle) e 20 pL de amostra
gue permaneceram a 37° por 30 min. Apos esse periodo, foram adicionados 300 pL
de azocaseina 0,6% (w/v) e 100 pL de triton X-100 a 0,1% (w/v) preparado no
tampao do pH de maior atividade em concentragdo de 500 mM. A atividade para
cada solvente foi realizada por triplicata das reacdes condicionados em banho-maria
por 1 h na temperatura de maior atividade, e apds esse tempo, foi encerrada cada
reacdo com adicdo de 200 pL de acido tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de
cada triplicata foram preparados da mesma forma que suas respectivas reacoes,
com a excecdo de que foram preparados com a adicdo do acido tricloroacético
imediatamente apds a adicdo da enzima. ApOs o encerramento das reacdes, foram
armazenadas a 8°C por 30 min e depois sofreram centrifugacdo por 10 min em
centrifuga de micro tubos a 14000 rpm. Foram coletados 200 uL de cada reacgéo

para leitura em microplaca no comprimento de onda de 366 nm.

5.1.17 Efeito de detergentes na atividade caseinolitica

O efeito de detergentes sobre a atividade proteolitica foi investigado para 4
tensoativos: Triton X-100, tween 40 e tween 80, todos nas concentracées de 0,1% e
1% (v/v). Foram adicionados nos tubos eppendorfs 80 pL do solvente (80 uL de
agua deionizada na reacao controle) e 20 pL de amostra que permaneceram a 37°
por 30 min. Apos esse periodo, foram adicionados 300 pL de azocaseina 0,6% (w/v)
e 100 pL de triton X-100 a 0,1% (w/v) preparado no tampao do pH de maior
atividade em concentracdo de 500 mM. A atividade para cada tensoativo testado foi
realizada por triplicata das reacdes condicionados em banho-maria por 1 h na
temperatura de maior atividade, e ap0s esse tempo, foi encerrada cada reagcdo com
adicao de 200 pL de acido tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de cada triplicata
foram preparados da mesma forma que suas respectivas reagdes, com a excecao
de que foram preparados com a adi¢cdo do 4cido tricloroacético imediatamente apos
a adicdo da enzima. Apos o0 encerramento das reacdes, foram armazenadas a 8°C

por 30 min e depois sofreram centrifugacéo por 10 min em centrifuga de micro tubos
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a 14000 rpm. Foram coletados 200 pL de cada reacéo para leitura em microplaca no

comprimento de onda de 366 nm.

5.1.18 Efeito de desnaturantes sobre a atividade caseinolitica

Foram investigados os efeitos da exposicdo da enzima a dois agentes
desnaturantes em duas concentracdes: tiouréia (5 mM e 500 mM) e uréia (5 mM e
5000 mM). Foram adicionados nos tubos eppendorfs 80 puL do desnaturante (80 pL
de agua deionizada na reacdo controle) e 20 uL de amostra que permaneceram a
37° por 30 min. Apés esse periodo, foram adicionados 300 uL de azocaseina 0,6%
(w/v) e 100 pL de triton X-100 a 0,1% (w/v) preparado no tampé&o do pH de maior
atividade em concentracdo de 500 mM. A atividade para cada uma das substancias
foi realizada por triplicata das reacdes condicionados em banho-maria por 1 h na
temperatura de maior atividade, e ap0s esse tempo, foi encerrada cada reacdo com
adicdo de 200 pL de acido tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de cada triplicata
foram preparados da mesma forma que suas respectivas reagdes, com a excecao
de que foram preparados com a adicdo do &cido tricloroacético imediatamente apo6s
a adicdo da enzima. Apds o encerramento das reacdes, foram armazenadas a 8°C
por 30 min e depois sofreram centrifugacédo por 10 min em centrifuga de micro tubos
a 14000 rpm. Foram coletados 200 pL de cada reacéo para leitura em microplaca no

comprimento de onda de 366 nm.

5.1.19 Efeito de ions metalicos na atividade proteolitica

O efeito de diferentes ions metalicos sobre a atividade proteolitica foi testado para
os ions sodio (Cloreto de sédio), potassio (Nitrato de potassio), calcio (Cloreto de
calcio), magnésio (Cloreto de magnésio), manganés (Sulfato de manganés), zinco
(Cloreto de zinco) e cobre (Sulfato de cobre), todos preparados a 10 mM. Foram
adicionados nos tubos eppendorfs 80 pL do metal dissolvido (80 pL de éagua
deionizada na reacao controle) e 20 pL de amostra que permaneceram a 37° por 30
min. Apés esse periodo, foram adicionados 300 pL de azocaseina 0,6% (w/v) e 100
pL de triton X-100 a 0,1% (w/v) preparado no tampéo do pH de maior atividade em
concentracdo de 500 mM. A atividade em cada concentracdo foi realizada por

triplicata das reacfes condicionados em banho-maria por 1 h na temperatura de
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maior atividade, e apos esse tempo, foi encerrada cada reacdo com adicdo de 200
UL de acido tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de cada triplicata foram
preparados da mesma forma que suas respectivas reagdes, com a excecao de que
foram preparados com a adicdo do &cido tricloroacético imediatamente apds a
adicdo da enzima. ApGs o encerramento das reacfes, foram armazenadas a 8°C por
30 min e depois sofreram centrifugacdo por 10 min em centrifuga de micro tubos a
14000 rpm. Foram coletados 200 pL de cada reacao para leitura em microplaca no

comprimento de onda de 366 nm.

5.1.20 Teste de tolerancia aos ions sédio e calcio

Foram testados os efeitos dos ions sddio e calcio em concentragdes de 0,01 a 3 M.
Foram adicionados nos tubos eppendorfs 80 yuL do metal dissolvido (80 uL de agua
deionizada na reacao controle) e 20 yL de amostra que permaneceram a 37° por 30
min. Apés esse periodo, foram adicionados 300 uL de azocaseina 0,6% (w/v) e 100
pL de triton X-100 a 0,1% (w/v) preparado no tampao do pH de maior atividade em
concentracdo de 500 mM. A atividade em cada concentracdo dos metais testados foi
realizada por triplicata das reacdes condicionados em banho-maria por 1 h na
temperatura de maior atividade, e ap6s esse tempo, foi encerrada cada reagdo com
adicdo de 200 uL de acido tricloroacético a 10% (w/v). Os brancos de cada triplicata
foram preparados da mesma forma que suas respectivas rea¢gdes, com a excegao
de que foram preparados com a adicdo do acido tricloroacético imediatamente apos
a adicdo da enzima. Apés o encerramento das reac¢fes, foram armazenadas a 8°C
por 30 min e depois sofreram centrifugacéo por 10 min em centrifuga de micro tubos
a 14000 rpm. Foram coletados 200 pL de cada reacéo para leitura em microplaca no

comprimento de onda de 366 nm.

5.1.21 Zimografia em gel de poliacrilamida com caseina e gelatina

A atividade proteolitica foi testada através eletroforese em gel de
poliacrilamida de acordo com Laemmli (1970) com modificagdes, substituindo a 4gua
por uma solucéo de caseina ou gelatina a 0,5 %, realizando a eletroforese em gel de
poliacrilamida em forma nativa, com géis de empilhamento e de separacdo em

concentracOes de 4 e 12% respectivamente. Foram aplicadas amostras de 19 pL + 1
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puL de tampéo de amostra (0.5 M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 36 10% Glicerol; 5% 2-
Mercaptoetanol; 0,001% de azul de Bromofenol) em diferentes canaletas. A corrida
foi feita a voltagem constante de 90 mV e apds o fim da eletroforese, o gel foi
submetido a duas lavagens de 15 min cada em solugdo de triton x-100 2,5%. A
seguir, o gel foi mantido em tampéo fosfato de soédio 50 mM pH=7,0 por 24 horas a
temperatura de 40°C. Ao término desse periodo, o gel foi imerso em solucdo de
comassie blue G-250 1% em overnight, seguido de descoloracdo em solucéo
composta por 10% de acido acético, 40% Metanol e 50% de H20.

5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Obtencéo do farelo de trigo, do fungo, preparo de inoculo e FES para a

producao de proteases

Os fungos cresceram no meio Agar Batata Dextrose com 0,1% de lignina, e
apo6s os 21 dias de crescimento, foram inoculados no farelo de trigo para observar a
producdo de enzimas proteoliticas. As fotos do farelo antes e depois do crescimento

do fungo podem ser observadas abaixo.
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Figura 1. Erlenmeyers contendo 5 g de farelo de trigo seco cada. a. Antes da inoculagao do fungo e b.
depois de 14 dias de cultivo do fungo sobre o residuo.

ApoOs 14 dias, os cultivos foram retirados das estufas microbiologicas e
submetidos ao processo de extracdo liquida com solucéo tampéo de pH 8,0 100 mM
de Tris-HCI, e ap6s a filtracdo e centrifugacédo, foi obtido um extrato protéico bruto
liquido, transllcido, de cor castanha. O extrato foi guardado em geladeira, em

temperatura de 8°C até o momento de realizacdo das analises.

5.2.2 Quantificacdo de atividade caseinolitica e atividades para as proteases
tripsina, quimotripsina e elastase 2

A atividade total do extrato utilizando a azocaseina foi medida em 38380 U de
atividade enzimatica e a proteina total do extrato foi medida em 24,87 mg. N&o foram
encontradas atividades significativas das enzimas tripsina, quimotripsina e elastase-
2. Os resultados com esses substratos permite afirmar que o fungo A. ricini € um
produtor de enzimas proteoliticas com atividade sobre as caseinas, porém nao foi
possivel, através desse experimento, obter maiores informagcdes sobre o tipo de
protease produzida.

5.2.3 Célculo da atividade enzimética coagulante de leite, producdo de
coagulo seco e calculo de umidade
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O calculo de atividade da coagulacéo do leite, que ocorreu de forma completa

em 3 horas, bem como outros dados do experimento esta na tabela a seguir.

Atividade Proteina Atividade
Total Total Especifica
(mU) (mg) (mU/mg)

711 3,886 182,96

Tabela 1. Valores de atividade coagulante de leite total, proteina total e atividade especifica.

O controle negativo da reacdo de coagulacdo do leite e sua respectiva
triplicata, bem como todas as amostras derivadas dessas reacfes, estao registradas

na figura abaixo.
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Figura 2. Fotos das etapas de produc¢do do coagulo de leite seco. a. Branco e triplicata das reacfes
de coagulagéo da esquerda para direita. b. Somente os coagulos. ¢c. Somente os soros das reacdes

d. Fotos dos coagulos obtidos apos secagem.

Amostra Coagulo Coagulo Massa Sélida Umidade
Molhado Seco (%) (%)
(9) (9)

Branco 0,04 0,015 15,41 84,59
T1 0,110 0,040 36,04 63,96
T2 0,180 0,082 45,40 54,60
T3 0,164 0,074 44,85 55,15

Tabela 2. Valores de massa dos coagulos de leite antes e depois das secagens. Porcentagens de

umidade e de massa solida dos codgulos produzidos.

Os resultados relativos a producdo de coagulos das proteinas do leite
mostram que é possivel, a partir da metodologia relatada de fermentacdo em estado
sélido e extracao enzimatica, obter quantidades relevantes de proteases fungicas
gue podem coagular completamente o leite. Na metodologia usada nesse trabalho,
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foi possivel coagular 1 mL de leite com 0,1 mL de extrato, em apenas 3 horas.
Também foi possivel separar facilmente a fase liquida da fase sélida, para fazer o
teste de umidade do coagulo e produzi-lo seco. Na Tabela 2, podemos também
observar que o peso dos codgulos secos obtidos é bem maior que o peso da massa
seca do branco, o que apenas confirma a eficacia das enzimas do A. ricini na
coagulacdo das proteinas do leite, o que faz com que a fabricacdo de queijos e

laticinios seja uma potencialidade concreta para o uso das enzimas do fungo.

5.2.4 Precipitacéo salina

Uma aliquota de 5 mL foi utilizada para o fracionamento salino do extrato
bruto obtido, a fim de concentrar as atividades proteoliticas e executar uma
separacdo prévia das proteinas do EPB. O experimento foi necessario para
determinar a partir de que concentracdo de sulfato de aménio ha uma maior
precipitacdo das enzimas de atividade caseinolitica, informacdo utilizada para
executar o sistema aquoso bifasico e comparar ambos procedimentos de separagéo
de proteinas. As concentracdes de sal que mais reteram atividade caseinolitica
foram as fracbes 40-60% e 60-80%. Os dados das fracbes mais importantes da

precipitacédo salina estdo na tabela a seguir.

Estdgio Atividade Proteina Atividade  Recuperacao
Total Total Especifica (%)
(V) (mg) (U/mg)
Bruto 5950 3,886 15,31 100
40-60% 1215 0,58335 20,83 20,42
60-80% 1620 0,6178 26,22 27,23

Tabela 3. Dados relativos as fracBes de maior atividade sobre a azocaseina. A soma da recuperacao

das duas fragdes com maior atividade é equivalente a 47,65% da atividade do extrato.

A tabela 3 mostra através de suas atividades especificas, uma importante
diminuicdo de proteina nas fracdes em relacdo a suas respectivas atividades. A
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recuperacédo total da atividade proteolitica do método € equivalente a 58,42% da
atividade do EPB. Isso significa dizer que o restante das fracbes da precipitacéo
soma apenas 10,77% da recuperacdo do método, permitindo inferir que a maioria
das enzimas caseinoliticas precipita a partir da concentracao de 40% de sal até a

concentracdo de 80%.

5.2.5 Sistema aquoso bifasico

A partir dos resultados da precipitacdo salina, foi possivel observar que as
caseinases estdo concentradas no intervalo de 40-80% de sal. Por isso, antes do
sistema aquoso bifasico propriamente dito, foram removidas as duas primeiras
fracOes do extrato, 0-20% e 20-40%, como ja relatado na precipitacdo salina, para
aumentar a probabilidade de purificacdo de alguma das proteases. O sobrenadante
com o restante das proteinas, aquelas que precipitam na regido de saturacéo de sal
de 40-100%, foi entdo misturado com uma solucdo de PEG 35000, de forma que o
sistema ficasse na proporcdo de 1:0,5 de (NH,).SO.PEG 35000 5%. Apds a
mistura, repouso, centrifugacdo e separacdo das fases superior e inferior, foram
medidas as atividades caseinoliticas de ambas as frac6es. A fracdo contendo PEG
35000 néo apresentou atividade e foi desprezada. A atividade proteolitica do sistema
se concentrou na fase inferior salina e os dados obtidos de experimentos com essa

fracdo estdo na tabela abaixo.

Estagio Atividade Proteina Atividade Recuperacéao
Total Total Especifica (%)
(V) (mg) (U/mg)
Bruto 38080 24,87 1531,16 100
ABPS 20520 5,56 3690,64 53,89

Tabela 4. Dados do extrato e da fracdo salina do sistema aquoso bifasico. Atividades totais, proteinas

totais, atividades especificas e recupera¢des das amostras.

Os dados na tabela 2 permitem afirmar um relativo ganho de atividade em
relacdo a quantidade de proteina da amostra proveniente do sistema aquoso, onde a

diminuicdo de aproximadamente 4,47 vezes a quantidade de proteina em relacéo ao
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extrato bruto garantiu um aumento da atividade especifica de aproximadamente 2,41
vezes, mais do que obtido para as fracbes da precipitacdo, 40-60% e 60-80%, que
tiveram aumentos de atividade especifica de aproximadamente 1,36 e 1,71
respectivamente. A recuperacao da fase inferior do sistema aquoso bifasico também
€ superior a recuperacao das duas fracbes da precipitacdo salina juntas, 53,89%.
Dessa forma, a fase salina do sistema aquoso foi escolhida para realizar os

experimentos relativos a acdo das enzimas caseinoliticas sobre a azocaseina.

Figura 3. SDS-PAGE corado com nitrato de prata. Na canaleta 1, temos o perfil do extrato bruto,

enquanto na canaleta 2, o perfil da fase salina obtida do sistema aquoso bifasico.

Na figura 3, € possivel observar que houve uma remocao significativa de
proteinas apos aplicacao do sistema aquoso bifasico, o0 que se evidencia nao so
pela diminuicdo do numero de bandas em relagéo ao extrato bruto, mas também
pelo clareamento da canaleta, que pode ocorrer tanto pela remocéo de proteinas

guanto de pigmentos.
5.2.6 Efeito da temperatura sobre a atividade caseinolitica

Ao testar o efeito da temperatura das caseinases na fase inferior do sistema

aguoso, foi obtido o seguinte grafico:
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Gréfico 1. Efeito da temperatura sobre a atividade das proteases sobre a Azocaseina. As atividades
sobre a azocaseina foram medidas apés exposicdo da amostra nas temperaturas 20, 30, 40, 50, 60 e
70°C.

O ensaio mostra o efeito da atividade das proteases da amostra sobre a
azocaseina executando triplicatas de reacbes de atividade em temperaturas
diferentes. Aqui € possivel observar que hd um acréscimo de atividade caseinolitica
até a temperatura de 40°C, que a partir dai comeca a decair e chegar préxima de
zero em 70°C. E possivel também afirmar que entre as temperaturas de 40°C e

50°C, o processamento da caseina deve ocorrer velocidades proximas.

5.2.7 Efeito da temperatura sobre a estabilidade caseinolitica

Foram executadas reacOes de atividade sobre a azocaseina na temperatura
de 40°C, antes encubando a enzima em diferentes temperaturas, para investigar a
estabilidade dessa atividade caseinase. O gréfico abaixo exibe as informagfes

obtidas.
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Graéfico 2. Efeito da temperatura sobre a estabilidade caseinolitica. As atividades sobre a azocaseina

foram medidas apés exposicao da amostra nas temperaturas 20, 30, 40, 50, 60 e 70°C.

E possivel notar alta estabilidade e atividade caseinase nas temperaturas de
20°C a 40°C. Porém, a atividade diminui drasticamente apds a exposi¢cao da enzima
a temperaturas maiores que 40°C. As enzimas parecem conservar atividade
residual, ainda que baixa, nas temperaturas de 50°C a 60°C, alcancando quase zero

de atividade ap6s encubacéo a 70°C.

5.2.8 Efeito do pH sobre a atividade caseinolitica

Abaixo as atividades em diferentes pHs reacéo sobre a azocaseina:

20+
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Grafico 3. Efeito do pH sobre a atividade caseinolitica. As atividades sobre a azocaseina foram

medidas em pHs inteiros no intervalo de 4 a 11. A temperatura da reacéo foi 40°C.

E possivel observar no grafico que as atividades aumentam a medida que o
pH aumenta. Porém, os valores de atividade caseinase alcancam seu maximo no pH
7,0, ou seja, em pH neutro. A partir desse pH, ha um decréscimo gradual de
atividade até o pH 9,0, que cessa e estabiliza até o pH 11. Importante notar que a
atividade caseinolitica € maior que 50% na maior parte do intervalo testado, de 6 a

11, o que indica uma acdo em uma faixa relativamente ampla de pHs.

5.2.9 Efeito do pH sobre a estabilidade caseinolitica

A estabilidade ao pH das caseinases da amostra foi testada expondo as
enzimas a pHs diferentes previamente e depois executando as reacdes no pH 7,0 e
temperatura de 40°C. Os valores de atividade foram usados na construgdo do

seguinte grafico.
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Gréfico 4. Efeito do pH sobre a atividade caseinolitica. As atividades sobre a azocaseina foram
medidas apos exposicdo da amostra em pHs inteiros no intervalo de 4 a 11. A temperatura da reagao
foi 40°C.

Quanto ao efeito da estabilidade ao pH das caseinases do A. ricini, & possivel
notar uma atividade residual maior apds exposicdo ao pH 6,0. Porém, chama a
atencdo que, embora haja um acréssimo da atividade caseinolitica até pH 6,0 e

posterior decréscimo e oscilacdo, a atividade residual nunca € menor que 50%, o
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que permite dizer que as caseinases na amostra possuem certa estabilidade ao pH

em uma ampla faixa.

5.2.10 Inibicdo enzimética de proteases

Foram testados os efeitos de diferentes inibidores enzimaticos sobre as

caseinases parcialmente isoladas. Os resultados podem ser visualizados no gréfico

abaixo.
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Graéfico 5. Teste de diferentes inibidores de proteases sobre atividade caseinase das enzimas do A.
ricini. As reacdes foram executadas em pH 7,0 a 40°C.

Os valores das atividades das enzimas expostas aos inibidores foi sempre
menor que a atividade do controle, que é uma reacdo sem nenhum tipo de inibig&o.
As menores inibicdes sdo referentes a um inibidor de metaloproteases, o EDTA e
um inibidor reversivel de tripsinas, a Benzamidina. Isso indica que a maior parte da
atividade caseinolitica ndo provém desses tipos de enzimas. Em seguida, 0s
inibidores de acédo intermediaria foram o 2-mercaptoetanol, o ditiotreitol e o SBTI. A
acdo dos dois primeiros, que funcionam como inibidores enziméticos de cisteina
proteases, pode também se dar pela alteracdo da conformacdo nativa das

proteases, pois essas duas moléculas sdo agentes redutores de pontes dissulfeto, o
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gue pode forcar cessacao desse tipo de ligacdo importante para a manutencéao da
estrutura nativa. O SBTI é um inibidor especifico de tripsinas, que diminuiu de forma
consideravel a atividade da enzima em concentracdo 5 vezes menor que 0S outros
inibidores. Entretanto, as baixas atividades em pH basico, sobre o substrato BapNa
e a baixa inibicdo da benzamidina ndo corroboram que haja atividade tripsina na
amostra. Existe, porém, a possibilidade de o SBTI estar agindo de forma semelhante
aos agentes redutores, com algum tipo de interacdo entre grupos sulfidrila entre a
enzima e o inibidor, desnaturando a enzima ou impedindo o acesso do sitio ativo ao
substrato. A inibicdo mais pronunciada, do PMSF, inibiu quase completamente a
atividade caseinolitica, o que indica que a atividade mais relevante na degradacao
da caseina, seja a atividade de serinas proteases, jA que esse inibidor € um
inativador irreversivel de serinas proteases e estd em concentracdo 5 vezes menor

gue a maioria dos outros inibidores.

5.2.11 Efeito de solventes organicos na atividade caseinolitica

Abaixo, o grafico de barras com os valores de atividade obtidos apds exposicdo da

enzima a diferentes solventes organicos:
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Gréfico 6. Atividades caseinoliticas em presenca de diferentes solventes organicos. Todos os

solventes testados estdo na concentracdo de 50% (v/v).
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Proteases possuem diferentes niveis de resisténcia a solventes organicos,
que precisam ser medidos experimentalmente. Entretanto, é conhecida a
caracteristica de solventes organicos de promoverem desnaturagdo enzimatica. No
teste realizado para a caseinase do A. ricini, € possivel perceber que a enzima
parece ser mais sensivel aos solventes isopropanol, terc-butanol e acetonitrila. Uma
inibicdo intermediaria pode ser encontrada para o metanol, etanol e propanona.
Aparentemente, a enzima é menos sensivel a alcoois ndo ramificados de poucos
carbonos e cetonas de até trés carbonos, como € a propanona. Os alcoois de trés e
quatro carbonos e a acetonitrila, uma nitrila de dois carbonos e um nitrogénio
apresentaram maior inibicdo, provavelmente por desnaturacdo. Chama atencao
porém a menor inibicdo ser a do dimetilsulféxido (DMSO), que € uma substancia

notoriamente caotropica, indutora de desnaturacao de muitas enzimas.

5.2.12 Efeito de detergentes na atividade caseinolitica

A atividade da caseinase ap6s exposicao da enzima a diferentes detergentes
esta expressa no grafico em duas concentracdes diferentes.
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Gréfico 7. Atividades da enzima previamente exposta a trés diferentes detergentes nas

concentracdes de 0,1 e 1% (v/v).

As caseinases ndo sofreram muita alteracdo de sua atividade quando

expostas a qualquer das duas concentracOes dos tensoativos testados. Na
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concentracdo de 0,1% ha um aparente aumento de atividade para os detergentes
Triton X-100 e Tween 40. Tensoativos de forma geral podem desfazer membranas
lipidicas e desnaturar proteinas, porém, os trés tensoativos testados sao neutros,
nao possuem carga absoluta em solucdo aquosa. Tensoativos idnicos tendem a ser
mais agressivos para proteinas.

5.2.13 Efeito de desnaturantes sobre a atividade caseinolitica

Foram testados os efeitos de duas concentracdes da tiouréia e da uréia, duas
substancias de capacidade desnaturante.
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Gréfico 8. Atividade da caseinase ap0s exposicdo a tioureia e a ureia em das concentra¢cdes molares
diferentes.

Tanto as concentracbes mais baixas da ureia como da tioureia ndo foram
capazes de inibir atividade das serino proteases que agem sobre a caseina. As
concentracbes de 5 mM de ambas as moléculas parecem ter até aumentado a
atividade sobre a azocaseina de forma discreta. Ja as concentracdes de 0,5 M de
tioureia e 5 M de ureia reduziram de forma perceptivel a atividade caseinolitica,
provavelmente por desnaturagdo, ja que a ureia e a tiureia, juntamente com o0s
detergentes séo considerados agentes desnaturantes por desfazer interacdes fracas
gue estabilizam as proteinas. Entretanto, outras acdes sobre a enzima dao possiveis
gue nédo a da perda de estabilidade da forma nativa.

5.2.14 Teste de efeito de ions metéalicos

A seguir, os dados de atividade das serino proteases caseinases frente a
diferentes ions metalicos.
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Gréfico 9. Atividades das enzimas na auséncia e na presenca de diferentes ions metalicos a 10 mM.

O grafico mostra que na concentracdo testada, a maioria dos ions metalicos
nao altera muito a atividade da enzima. Vale a pena destacar o discreto ganho de
atividade da enzima na presenca dos ions calcio, manganés e magnésio. Os metais
a afetar de forma mais visivel a atividade da enzima sao o ferro (ll) e principalmente,
0 cobre, que apresenta a maior reducdo da atividade da enzima entre os ions

testados.

5.2.15 Teste de tolerancia aos ions sodio e calcio

A seqguir, as curvas de atividade -caseinolitica frente a diferentes

concentracdes dos ions sodio e calcio.
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Gréfico 10. Curva de atividade caseinolitica na presenca de ions célcio e sédio.

As atividades das caseinases na presenca dos ions sddio e célcio, que estédo
sempre presentes no processo de fabricacdo de laticinios, permanecem
aparentemente estaveis e em patamares proximos para ambos o0s metais atéa
concentracdo de 0,5 M. A partir dessa concentracao, as atividades enzimaticas em
presenca de sédio permanecem em niveis comparaveis aos iniciais, mas a atividade
em presenca de calcio cai drasticamente nas concentragdes de 1 M a 3 M, indicando
uma sensibilidade de alguma ordem da enzima para esse ion, sempre presente no
processo de coagulacdo do leite. Entretanto, isso nao inviabiliza a aplicacdo da
enzima para coagulacdo do leite, pois o leite possui concentracdes de Ca*? de
aproximadamente 0,03 M, o que pela curva apresentada, colocaria a enzima em

uma regido de alta atividade.
5.2.16 Zimografia em gel de poliacrilamida com caseina e colageno

Abaixo, dois géis impregnados de duas proteinas diferentes, o da esquerda
com caseina e o da direita, com colageno. A hidrélise das proteinas nos géis pelas
proteases do A. ricini se evidencia pelo clareamento de uma regido do gel em

relacdo ao restante dele.
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Figura 4. Zimografias das atividades proteoliticas em gel de poliacrilamida. As canaletas 1 e 2
correspondem as atividades sobre a caseina do extrato bruto e da fase salina do sistema aquoso,
respectivamente. Ja as canaletas 3 e 4 correspondem as atividades sobre o colageno do extrato

bruto e da fase salina do sistema aquoso, respectivamente.

E possivel, em ambos os géis, visualizar que a atividade do extrato bruto é
maior que a da fase inferior do sistema aquoso para as duas proteinas impregnadas
nos geéis. Isso corrobora com os dados de atividade sobre a azocaseina em estado
liquido, que indica que pouco menos da metade da atividade proteolitica € perdida
apos o sistema aquoso bifasico, ainda que haja uma grande remocéo de proteinas
indesejadas e ganho de atividade especifica. Outro fato que chama atencéo é a
atividade sobre o colageno, tanto no extrato bruto quanto na fase salina, ser maior
que a atividade sobre a caseina, e a clarificacdo da area percorrida pela amostra
também possui padrdes diferentes, onde a atividade sobre a caseina parece se
concentrar na entrada da canaleta e na parte inferior da mesma, enquanto a
atividade colagenase parece se concentrar no meio da canaleta, indicando que
enzimas diferentes estdo envolvidas nas duas atividades. Colagenases sdo enzimas
conhecidas por seu emprego na fabricacdo de hidrolisados de colageno para
suplementacado, na fabricacdo de gelatinas e sua capacidade cicatrizante, portanto
possuem interesse biotecnoldgico e médico, o que lanca novas possibilidades de
estudo para as proteases do fungo como perspectivas futuras.
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6 CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS

6.1 Concluséao geral

E possivel concluir que o fungo Amphobotrys ricini é capaz de produzir
lacases de forma abundante por fermentacdo em estado soélido utilizando um
residuo barato e abundantemente produzido pela agroindustria, o bagaco de cana
de acucar. Utilizando um insumo barato, o farelo de trigo, o fungo foi capaz de
produzir de forma relevante serino proteases a partir de fermentacdo em estado
sélido. O fungo foi capaz de produzir as lacases em meio gelatinoso e descorar o
azul de bromofenol impregnado no meio de cultura, o que indica o uso potencial do
fungo e das lacases para biorremediacao. As proteases produzidas pelo fungo foram
eficazes na coagulacdo das proteinas do leite integral e apresentaram estabilidade
térmica de 20°C a 40°C, além de apresentar estabilidade relevante em uma ampla
faixa de pHs. As caseinases processam a caseina em gel de poliacrilamida e em
estado liquido. Além disso, foi confirmada a presenca de proteases do fungo com
capacidade de hidrolisar colageno, através de zimografia. As caseinases podem ser
aplicadas na fabricacdo de queijos e laticinios, enquanto as colagenases sao

importantes na producdo de gelatinas e podem ser usados como agente cicatrizante.

6.2 Perspectivas

As perspectivas para esse trabalho sdo o isolamento das lacases e das
caseinases encontradas, suas caracterizacdes e a execucao dos experimentos de
aplicacdo aqui relatados, utilizando as enzimas isoladas. Além disso, avancar no
estudo das colagenases produzidas pelo fungo, isolar, caracterizar e determinar
alguma aplicacdo ligada a essa atividade. Também €& perspectiva futura a
identificagdo das enzimas estudadas através de espectrometria de massas,

sobretudo das proteases aqui estudadas.
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