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RESUMO

As peptidases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases (EC 3.4) que catalisam a
hidrélise de ligacBes peptidicas. Quanto a posicdo da ligacdo a ser clivada na cadeia do
substrato, as peptidases podem ser classificadas em endopeptidases ou exopeptidases. Este
grupo de enzimas, em especial as de origem microbiana, apresenta grande importancia
comercial, por sua facilidade de producdo e ampla variedade de aplicagdes industriais, como
nas areas de alimentos, farmacéuticas, detergentes, tratamento de pele animal para a producéo
de couro, tratamento de residuos, entre outros. Para o periodo 2024-2029, conforme dados
disponibilizados pela Mordor Intelligence, é estimado um crescimento anual de 6,0% para o
mercado de peptidases. A expansdo deste mercado justifica a prospeccdo de diferentes
organismos, dos quais novas enzimas podem ser descobertas, com diferentes especificidades
ao substrato, maior termoestabilidade, assim como uma redugdo no custo de producéo. Desta
forma, neste trabalho foi investigada a producdo de peptidases pelo fungo termofilico
Myceliophtora heterothallica F2.1.4 em cultivo submerso e caracterizagdo bioquimica
funcional das enzimas produzidas. Foram avaliadas as concentracdes de 0,5 e 1% de caseina
bovina como suplemento do meio de cultivo, mantido a 45°C. Dentre as condicGes avaliadas,
o fungo exibiu maior producdo de peptidases apos 48 horas de cultivo suplementado com
0,5% de caseina. Quanto as enzimas produzidas, notou-se maior atividade caseinolitica em pH
alcalino (9,5 — 10,5) e temperatura de 45-50°C para enzima pura e 50-55°C para o extrato
fermentativo. Tanto as peptidases do extrato fermentativo quanto a enzima pura mantiveram
mais de 50% de suas atividades apds 1 hora a 50°C e foram estaveis em ampla faixa de pH
(5.5-10.5), especialmente entre pH 5.5-8.0 (incubacdo por 24 horas a 4°C), cujas atividades
proteoliticas se mantiveram acima de 85%. As atividades foram inibidas apenas por PMSF, o
gue sugere um mecanismo de acdo de serino-peptidases. Na presenca de diferentes ions
metélicos, a atividade caseinolitica foi mais influenciada negativamente por cobre (Il) e
melhor modulada positivamente por cobalto, exibindo aumento de até 58% a 15 mM deste
fon. O extrato fermentativo do cultivo mostrou-se eficaz na remocao de biofilmes microbianos

de Staphylococcus aureus e Candida albicans, alcancando até 72% de taxa de dispersao.

Palavras-chave: Bioprocesso. Enzima. Fungos. Protease. Proteina.



ABSTRACT

Peptidases are enzymes belonging to the hydrolase class (EC 3.4) that catalyze the hydrolysis
of peptide bonds. Regarding the position of the cleaved bond in the substrate chain, peptidases
can be classified as endopeptidases or exopeptidases. This group of enzymes, especially those
of microbial origin, holds significant commercial importance due to their ease of production
and a wide range of industrial applications, including in the fields of food, pharmaceuticals,
detergents, animal skin treatment for leather production, waste treatment, among others. For
the period 2024-2029, as per data provided by Mordor Intelligence, an annual growth of 6.0%
is estimated for the peptidase market. The expansion of this market justifies the prospecting of
different organisms, from which new enzymes with different substrate specificities, increased
thermostability, as well as a reduction in production costs, may be discovered. Thus, in this
study, it was investigated the production of peptidases by the thermophilic fungus
Myceliophtora heterothallica F 2.1.4 in submerged culture and the functional biochemical
characterization of the produced enzymes. Concentrations of 0.5% and 1% bovine casein
were evaluated as supplements to the culture medium, maintained at 45°C. Among the
conditions assessed, the fungus exhibited higher peptidase production after 48 hours of
cultivation supplemented with 0.5% casein. Regarding the produced enzymes, higher
caseinolytic activity was observed in alkaline pH (9.5 — 10.5) and a temperature range of 45-
50°C for the pure enzyme and 50-55°C for the fermentative extract. Both the peptidases from
the fermentative extract and the pure enzyme retained more than 50% of their activities after 1
hour at 50°C and were stable over a broad pH range (5.5-10.5), especially between pH 5.5-8.0
(incubation for 24 hours at 4°C), where proteolytic activities remained above 85%. The
activities were inhibited only by PMSF, suggesting a serine peptidase action mechanism. In
the presence of different metal ions, caseinolytic activity was negatively influenced by copper
(1) and positively modulated by cobalt, showing an increase of up to 58% at 15 mM of this
ion. The fermentative extract from the culture was effective in removing microbial biofilms of

Staphylococcus aureus and Candida albicans, achieving up to a 72% dispersal rate.

Key-words: Bioprocess. Enzyme. Fungi. Protease. Protein.
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1. Introducéo

Enzimas sdo biomoléculas, em sua maioria de natureza proteica, capazes de catalisar
reacOes quimicas. Elas sdo naturalmente encontradas em animais, plantas e microrganismos, e
atuam sob condicOes favoraveis de pH, temperatura e pressdo (Filho; Silva; Guidini, 2019;
Gopinath et al., 2017). Apesar de poderem ser encontradas em diferentes organismos, a
obtencdo e o0 estudo de enzimas microbianas tém uma maior relevancia em termos de
producéo e aplicacdo, devido a facilidade de isolamento de microrganismos, maior facilidade
de manipulacdo genética, e baixo custo de producdo em funcdo de um periodo curto para

cultivo microbiano (Gopinath et al., 2017).

Enzimas s@o atrativos biocatalisadores para uso em processos industriais em
substituicGes a tratamentos térmicos e quimicos, sendo efetivas em rea¢cdes com menor gasto
enérgico e evitam uso de solucdes &cidas e alcalinas de alta concentracéo, tornando 0 processo
mais sustentavel (Robinson, 2015). O uso de biocatalisadores reduz a necessidade da
utilizacdo de substratos com alta pureza e a geracdo de subprodutos descartaveis que seriam
originados em um processo quimico convencional (Filho; Silva; Guidini, 2019; Monteiro et
al., 2021).

De acordo com Mordor Intelligence (2024), em um relatério que avalia a aplicacéo
industrial de enzimas proteoliticas, o mercado global de peptidases tem crescimento projetado
de $3,4 bilhdes em 2024 para $4,72 bilhdes em 2029, um crescimento estimado de 6,0% ao

ano de um mercado consolidado.

Peptidases respondem por aproximadamente 60% do mercado global de hidrolases,
com destaque para aplicacbes em industria de detergente, téxtil, alimentos, bebidas,
farmacéutica e tratamento de residuos. Diante desta variedade de aplicacGes, a prospeccdo por
enzimas proteoliticas pode oferecer novas oportunidades de aplicacdo (de Souza et al., 2015;
Lietal., 2011).

2. Fundamentacao teorica
2.1. Microrganismos termofilicos e enzimas termoestaveis

Dentre as variaveis ambientais que afetam o crescimento de microrganismos, a
temperatura é uma das mais influentes. Isso se deve ao fato de que ela pode afetar diretamente
o funcionamento de biomoléculas e a integridade celular. A maioria dos microrganismos

conhecidos sdo adaptados a faixa de temperatura mesofila, entre 20 e 40°C. Entretanto,
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evolutivamente, alguns grupos manifestaram adaptacOes para as quais temperaturas mais altas
s80 necessarias para a sobrevivéncia. Estes microrganismos sdo, portanto, caracterizados
como termofilicos e se desenvolvem na faixa de temperatura entre 45 e 70°C (Gomes et al.,
2007; Chernicharo, 2008). Existem, também, os chamados hipertermofilos que crescem em
temperaturas entre 65 e 110°C. Microrganismos termofilicos e hiperterméfilos tém diversos
representantes procariotos dos dominios Archaea e Bacteria, no entanto, 0s eucariotos,
contam apenas com representantes termofilicos, particularmente os fungos filamentosos,
devido as limitag6es de seu complexo sistema de membranas. Dentre as espécies de fungos ja
descritas, aproximadamente 40 sdo termofilicas, sendo elas representantes de géneros como

Canariomyces, Humicola, Melanocarpus, Myceliophthora, etc (Gomes et al., 2007, 2016).

Os fungos filamentosos formam o grupo de eucariotos com 0 maior numero
representantes termofilicos, microrganismos capazes de prosperarem em temperaturas entre
20 e 50°C, mas que tém oOtimo desenvolvimento em temperaturas entre 45 e 50°C. Este
diverso grupo conta, também, com representantes termotolerantes, capazes de crescerem em
uma faixa de temperatura que se inicia um pouco abaixo dos 20°C até 55°C (Maheshwari;
Bharadwaj; Bhat, 2000). Diversos trabalhos tém como objeto de estudo os fungos
termofilicos, seja na busca de maior compreensao quanto aos mecanismos de adaptacao destes
microrganismos ou na exploracdo de seu potencial em aplicagbes industriais (Oliveira;
Rodrigues, 2019).

O destaque destes fungos para a industria deve-se a sua capacidade de producédo de
enzimas termoestaveis. A investigacdo destes microrganismos tem foco, principalmente, nas
areas de tecnologia enzimatica e engenharia de proteinas. Em funcdo da facilidade de
obtencdo de extratos enzimaticos se comparado a obtencdo de enzimas associadas a célula,
muitos estudos de prospeccdo sdo realizados com o cultivo dos fungos termofilicos para a
producdo e elaboracdo de metodologias para a purificacdo de enzimas, visando aplicacfes
industriais (Maheshwari; Bharadwaj; Bhat, 2000; Salar, 2018).

Na biotecnologia, o interesse sobre estes microrganismos é significativo. A tendéncia
mundial por tecnologias sustentaveis tem impulsionado a prospeccdo de enzimas microbianas,
as quais podem beneficiar diversos bioprocessos industriais e também substituir alguns
tratamentos industriais que empregam reagentes toxicos. Por sua vez, o uso de enzima
termoestaveis permite a conducdo de bioprocessos em temperaturas acima da faixa mesofila,
portanto reduzindo a possibilidade de contaminag¢do por microrganismos mesofilicos. Além

disso, 0 uso de enzimas termoestaveis e microrganismos termofilicos para a conducéo de
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bioprocessos em temperaturas elevadas também tem como vantagem uma maior solubilidade
de substratos e produtos em funcdo da menor viscosidade do meio de cultivo e,
consequentemente, um aumento da taxa de reacfes bioquimicas catalisadas por estes
microrganismos e enzimas. Sendo assim, microrganismos e enzimas termoestaveis ganham
destaque para serem explorados nestes ambitos (Atalah et al., 2019; Gomes et al., 2007;
Salar, 2018).

2.2. Myceliophthora sp.

O género Myceliophthora é representado por fungos ascomicetos filamentosos
termofilicos (Zerva; Christakopoulos; Topakas, 2015). Estes microrganismos compdem um
grupo de microrganismos anamorfos do género Corynascus. Recentemente, o fungo M.
thermophila, espécie mais estudada do género em pesquisas aplicadas, teve seu genoma
totalmente sequenciado, fato que torna este grupo ainda mais relevante frente a possibilidade
de novos trabalhos (Van Den Brink et al., 2012).

Alguns estudos exploraram enzimas de espécies do género Myceliophthora para a
degradacédo de biomassa lignoceluldsica e a expressdo de lacases termoestaveis em diferentes
microrganismos. Cepas da espécie M. thermophila foram capazes de se desenvolverem a
50°C e em substratos complexos, como palha de trigo e lascas de madeira (Van Den Brink et
al., 2012; Zerva; Christakopoulos; Topakas, 2015).

Contudo, ndo ha muitos relatos sobre enzimas, especialmente peptidases, da espécie
M. hetherothallica (Figura 1), evidenciando uma possibilidade de explorar este

microrganismo de forma a contribuir com novas informacdes e aplicacées.
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Figura 1 — Myceliophthora heterothallica ap6s 4 dias de cultivo em meio PDA

Fonte: Autoria propria (2024)

2.3. Peptidases

Peptidases, também chamadas de proteases e/ou enzimas proteoliticas (EC 3.4) séo
enzimas que atuam na clivagem, por meio da hidrdlise, de ligacbes peptidicas presentes em
peptideos e proteinas. Desde o advento da enzimologia, esta classe € muito estudada em
funcdo das diversas aplicacdes no ambito industrial, respondendo por aproximadamente 60%
das hidrolases comercializadas no mercado global de enzimas (de Souza et al., 2015;
Gurumallesh et al., 2019; Kumari et al., 2015; Sumantha; Larroche; Pandey, 2006).

As enzimas proteoliticas ndo apresentam importancia limitada apenas a aplicacdes
industriais, mas também na manutencdo metabdlica dos organismos vivos em processos que
variam de digestdo, apoptose e sintese de biomoléculas, até processamento pds-traducional de
proteinas indispensaveis para a manutencdo da vida (de Souza et al., 2015; Gurumallesh et
al., 2019). Essas enzimas podem realizar a quebra indiscriminada de ligacdes peptidicas,
promovendo a degradacdo de substratos proteicos, ou podem realizar a hidrolise de ligacbes

em regibes especificas de uma cadeia polipeptidica (de Souza et al., 2015).

As peptidases podem ser classificadas, em funcdo da posicdo de clivagem na cadeia
peptidica, como exopeptidases, atuantes nas regides C- e N- terminais da cadeia peptidica, e
endopeptidases, clivando ligagdes peptidicas afastadas das regides terminais (Figura 2)
(Gurumallesh et al., 2019; McDonald, 1985). As exopeptidases, por sua vez, ainda sé@o

subdivididas em aminopeptidases, que clivam ligacbes proximas da regido N- terminal,
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liberando um Unico, um di ou um tripeptideo, e em carboxipeptidases, que atuam na regido C-

terminal, liberando um Unico ou um dipeptideo (Métyan; Toth; Tézsér, 2013).

Figura 2 - Mecanismo de acdo de peptidases

EC - Peptidase Mecanismo de acdo
Aminopeptidases
3.4.11 - Aminopeptidase 010-0-0-0-—
3.4.14 - Dipeptidil peptidase 'Y YeXeXems
3.4.14 - Tripeptidil peptidase 0-0-0:0-0--

3.4.16 - Serino carboxipeptidase
3.4.17 - Metalo carboxipeptidase — ---U-0-0-0-0O ‘e
3.4.18 - Cisteino carboxipeptidase

3.4.15 - Dipeptidil peptidase —--0-0-0-0'0-@
3.4.13 - Dipeptidase ele
Endopeptidases

3.4.21 - Serino peptidases
3.4.22 - Cisteino peptidases
3.4.23 - Aspartico peptidase
3.4.24 - Metalo peptidases
3.4.25 - Treonino peptidases
3.4.23.19 - Glutamico peptidases

--0-0-010-0-0---

Fonte: Rao et al., 1998; Ward; Rao; Kulkarni, 2009; Silva, 2016. Figura modificada

Com relacdo ao sitio catalitico das peptidases, elas podem ser classificadas em serino
peptidases, cisteino peptidases, aspartico peptidases, treonino peptidases e glutamico
peptidases, de acordo com o residuo de aminoacido presente em seu sitio, e metalo peptidases
em funcdo da presenca de um ion metalico auxiliando na catalise da hidrélise (Motyan; Toth;
Tézsér, 2013; Rawlings et al., 2014).
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2.3.1. Serino peptidase

O grupo das serino peptidases (EC 3.4.21) corresponde a mais de um tergo de todas as
enzimas proteoliticas conhecidas. Estas peptidases apresentam um residuo de serina
nucleofilica em seu sitio ativo, responsavel pela atividade catalitica da enzima e dependente
da triade catalitica composta por residuos de His, Asp e Ser (Di Cera, 2009; Ward, 2011).
Algumas serino peptidases apresentam, em seu sitio ativo, diades cataliticas, compostas por
residuos de His ou Lis ligados a Ser nucleofilica, enquanto outras podem apresentar uma
triade composta por dois residuos de His ligados a Ser catalitica (Di Cera, 2009). Estas
enzimas apresentam ainda, como conformacdo do sitio ativo, residuos de Gly associados a
triade catalitica (Gly-Xaa-Ser-Yaa-Gly, sendo ‘“Xaa” e “Yaa” componentes da triade
catalitica) (Ward; Rao; Kulkarni, 2009).

As serino peptidases compdem um grupo de enzimas que apresentam, geralmente,
ponto isoelétrico em pH 4-6 e atuam otimamente entre temperaturas (°C) 50-70 e pH 7-11 das
quais as alcalinas sdo, normalmente, mais desejadas pelas industrias coureiras e téxteis, para o
tratamento de couro e I&; alimenticias, para o melhoramento do sabor de queijos e
amaciamento de carnes; panificadoras, para o tratamento de farinhas; de ragdes, melhorando a
digestibilidade dos alimentos produzidos por meio da hidrélise; e de detergentes, como
aditivos para os produtos comercializados (Gurumallesh et al., 2019; Sumantha; Larroche;
Pandey, 2006; Ward; Rao; Kulkarni, 2009). Atualmente, o género Bacillus € o mais utilizado
para a producdo de serino peptidases alcalinas para, principalmente, aplicacdo nas industrias

de detergentes e alimenticias (Ward, 2011).

Este grupo de enzimas pode ser inibido por PMSF, DIFP, inibidores de tripsina, entre

outros compostos (Sumantha; Larroche; Pandey, 2006).

Neste trabalho, uma serino peptidase foi produzida, purificada e caracterizada

bioguimica funcionalmente.

2.3.2. Outras peptidases

As cisteino peptidases (EC 3.4.22) sdo caracterizadas pela presenca da diade catalitica,
composta por residuos de Cys e His, dos quais a Cys é responsavel pelo ataque nucleofilico,
em seu sitio ativo. Estas enzimas realizam a hidrdlise de ligacGes peptidicas apenas na
presenca de agentes redutores, em funcdo da tendéncia de oxidacdo do grupo tiol. O pH 6timo

de atuacdo destas enzimas proteoliticas fica, normalmente, entre 4-6,5. Todos 0s organismos
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vivos contam com a presenca de cisteino peptidases, que podem ser inibidas pelo acido iodo-
acético, E-64, N-Etilmaleimida e por alguns outros compostos (Grzonka et al., 2001;
Gurumallesh et al., 2019; Sajid; McKerrow, 2002; Silva, 2016).

As peptidases asparticas (EC 3.4.23) sdo enzimas que estdo presentes em organismos
eucariotos e procariotos e sdo caracterizadas por apresentarem, em seu sitio catalitico, um par
de residuos de Asp. Estas enzimas atuam otimamente em pH &cido, normalmente, entre 3-4, e
apresentam ponto isoelétrico entre pH 3-4,5. O par de Asp permanece ligado aos hidrogénios
de uma molécula de &gua, a qual, por sua vez, sera responsavel por realizar o ataque
nucleofilico para a quebra da ligacdo peptidica (Mandujano-Gonzalez et al., 2016; Sumantha;
Larroche; Pandey, 2006). Este grupo de peptidases tem como principal inibidor a pepstatina,

mas apresenta sensibilidade na presenca de ions cobre (Mandujano-Gonzélez et al., 2016).

As chamadas metalo peptidases (EC 3.4.24) sdo enzimas proteoliticas que, para
realizarem a hidrolise da ligacdo peptidica, dependem da presenca de ions divalentes
metélicos, normalmente o zinco. Este grupo é formado por enzimas de diferentes origens e
com atividades de endo- e exopeptidases, sendo algumas delas colagenases, toxinas
hemorrégicas de cobras e termolisinas bacterianas (Rao et al., 1998; Ward, 2011). Este grupo
de peptidases € inibido por agentes quelantes, normalmente o EDTA, e ndo sdo inibidos por

reagentes que apresentam o grupo sulfidrila (Rao et al., 1998; Ward, 2011).

Assim como os outros grupos de enzimas proteoliticas, exceto as metalo peptidases, as
treonino peptidases (EC 3.4.24) sao assim nomeadas em fungdo da presenca de um residuo de
Thr em seu sitio ativo. Este grupo fora descoberto em 1995 em estudos de cristalografia do
proteossoma de Saccharomyces cerevisiae. Estas enzimas sdo compostas por 14 subunidades
e seu mecanismo catalitico ndo é muito bem compreendido, em funcdo de sua dificuldade de
inibicdo por inibidores de peptidases ja descritos (Tschan; Mordmuller; Kun, 2011; Ward;
Rao; Kulkarni, 2009). As informacgdes encontradas na literatura sobre este grupo de enzimas

ainda sdo bastante limitadas por ser um grupo pouco conhecido de peptidases.

As glutdmico peptidases (EC 3.4.23.19) formam o sexto grupo, recentemente
descoberto, de peptidases. Encontradas inicialmente em Scyctalidium lignicolum, estas
enzimas foram primordialmente agrupadas no grupo das peptidases asparticas, mas
posteriormente reclassificadas em funcdo de ndo demonstrarem sensibilidade a pepstatina e

pela auséncia de sequéncia similar as proteases asparticas retrovirais (Kondo et al., 2010). As
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enzimas pertencentes ao sexto grupo de peptidases sdo endopeptidases que apresentam

atividade em pH baixo e séo inibidas por EPNP (Rawlings; Barrett, 2013).

2.3. Aplicagdes de peptidases no ambito industrial

As peptidases sdo enzimas produzidas por plantas, animais e microrganismos. Tal
abrangéncia se deve ao fato de que estas enzimas sdo essenciais para a manutengdo da vida
(Motyan; Toth; Tozsér, 2013; Razzaq et al., 2019).

Industrialmente, as enzimas proteoliticas sdo muito exploradas, sendo dois tercos das
peptidases utilizadas no ambito industrial provenientes de fontes microbianas (Mo6tyan; Toéth;
Tézsér, 2013; Razzaq et al., 2019; Sumantha; Larroche; Pandey, 2006). H& diversas
aplicacOes para peptidases, como para recuperacdo de prata impregnadas em filmes de raio-X,
aditivos na producdo de detergentes, producdo de hidrolisados proteicos, dentre outras
(Razzaq et al., 2019).

Na industria alimenticia, enzimas proteoliticas podem ser utilizadas para melhorar a
qualidade sensorial e digestibilidade de um alimento e até promover a degradacdo de
compostos alergénicos de alguns produtos. No @mbito alimenticio, 0os usos mais comuns de
peptidases sdo para reducdo da turbidez em cervejas, causada pela suspensdo de
proteoglicanos; coagulacdo do leite pela clivagem da k-caseina para a producdo de queijos e
hidrolise parcial do gluten no preparo de massas para panificacdo (de Souza et al., 2015;
Ward, 2011).

A producdo de hidrolisados proteicos, feita principalmente por peptidases alcalinas,
possibilita a aplicacdo destes hidrolisados como aditivos alimentares, de forma a agregar valor
nutricional ao alimento, assim como na producdo de formulas infantis e também como
flavorizantes (Gupta; Beg; Lorenz, 2002; Rao et al., 1998; Razzaq et al., 2019).

Na inddstria coureira, a pele animal passa por um tratamento para a obtencao do couro
acabado. Neste tratamento, a pele crua passa pela aplicacdo de substancias alcalinas fortes
combinadas com sulfeto de sédio para a solubilizacdo de proteinas presentes nas raizes dos
pelos no intuito de facilitar sua remocdo. Contudo, em etapas seguintes do processo, um gas
de alta toxicidade, conhecido como sulfeto de hidrogénio, pode ser formado como subproduto
da producdo do couro. Este gas é prejudicial para os trabalhadores que os manuseiam e 0
custo de tratamento de efluentes se torna mais caro pelo descarte correto destes compostos. O

uso de enzimas em substituicdo ao sulfeto de sddio, por sua vez, evita a formacdo de
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subprodutos poluentes e nocivos a salde humana. Sendo assim, peptidases alcalinas com a
capacidade de degradar as proteinas presentes nas raizes dos pelos, que ndo coldgeno, podem
ser empregadas como alternativa na produgdo do couro (de Souza et al., 2015; Razzaq et al.,
2019; Ward, 2011). Peptidases também podem ser utilizadas no tratamento da seda, para a

remogao da proteina sericina, que torna a fibra rugosa (Ward, 2011).

Na industria de detergentes, peptidases sdo enzimas muito importantes na composicao
de produtos para a lavanderia doméstica, limpeza de lentes e de dentaduras. Subtilisinas séo
um grupo de serino-peptidases que apresentam como principais representantes as subtilisinas
Carlsberg (produzidas por B. licheniformis, B. pumilus e B. subtilis) e as subtilisinas BPN’
(produzidas por B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus e B. subtilis). O primeiro grupo,
com pH 6timo de atividade entre 9-10, sdo as peptidases alcalinas que formam a primeira
geracdo de enzimas proteoliticas utilizadas como aditivos em detergentes. A segunda geracao,
por sua vez, é formada por peptidases alcalinas de pH 6timo variando entre 11-12 e com
termoestabilidade em temperaturas acima de 60°C (Razzaq et al., 2019; Ward, 2011).

A prata impregnada em filmes fotograficos e raios-X pode ser recuperada por
tratamentos hidroliticos promovidos por peptidases. A prata € fixada nos filmes pela presenca
de uma camada de gelatina que, por sua vez, pode ser degradada por acdo de peptidases

colagenoliticas (Gupta; Beg; Lorenz, 2002).

Outra importante aplicacdo se da na industria de frangos. Esta industria tem como
principal residuo as penas das aves, que representa cerca de 5% de sua massa corporea. O uso
de peptidases queratinoliticas é feito para degradar este material que, a principio, seria
descartado, mas é transformado em hidrolisado proteico com diferentes possibilidades de

aplicacdo (Gupta; Beg; Lorenz, 2002; Razzaqg et al., 2019).

Enzimas proteoliticas podem, também, ser aplicadas para a remocdo de biofilmes
microbianos, uma vez que sdo capazes de clivar proteinas importantes na fixacdo e
manutencdo estrutural da matriz extra polissacaridica produzidas por microrganismos
formadores de biofilmes, limitando e/ou desestabilizando a formacdo destas comunidades
microbianas (Molobela; Cloete; Beukes, 2010; Nahar et al., 2018).
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2.4. Cultivo submerso e em estado sélido para a producdo de enzimas por fungos
filamentosos

Alguns fatores influenciam na eficiéncia de um bioprocesso realizado por cultivo de
microrganismos e estes, por sua vez, podem ser divididos em trés: fisicos, quimicos e
bioldgicos. Duas formas distintas para realizar o cultivo de microrganismos sdo amplamente
utilizadas em industrias, que sdo os cultivos submerso e em estado s6lido, e ambas
apresentam suas vantagens e desvantagens (Hansen et al., 2015; Singhania et al., 2010;
Vaidyanathan et al., 1999).

O cultivo submerso é caracterizado pela grande quantidade de dgua presente para a
conducdo do bioprocesso. Este tipo de cultivo é o mais utilizado para a producdo de enzimas
em escalas industriais. As vantagens de realizar um bioprocesso submerso estéo relacionadas
principalmente a uma maior facilidade de manutencdo de parametros que podem influenciar
na eficiéncia do cultivo, como temperatura, pH e aeracdo. No entanto, alguns desafios séo
encontrados em bioprocessos submersos, principalmente com o uso de fungos filamentosos
neste tipo de cultivo. Nestes casos, a repetibilidade de bioprocessos submersos realizados por
fungos filamentosos é dificultada em funcdo de sua natureza multicelular e da morfologia
diversa e, além disso, enzimas produzidas podem ser degradadas por peptidases liberadas a
partir da fragmentacdo das hifas, acontecimento comum para fungos filamentosos neste tipo
de cultivo (Hansen et al., 2015).

Ao contrario do submerso, o cultivo em estado sélido € caracterizado pela escassez de
agua e, quando comparados, a producdo de enzimas por fungos filamentosos €
significativamente maior no cultivo em estado solido. Outro fator relevante é o menor gasto
de energia com este tipo de cultivo por ndo haver a necessidade de um mecanismo de agitacao
do substrato. No entanto, existem desvantagens na realizacdo do cultivo em estado sélido,
como controlar o ganho e a perda calor para a manutencéo da temperatura do cultivo e a baixa
transferéncia de gases, problemas contornados em cultivos submersos. Os parametros fisicos,
quimicos e biolégicos sdo dificeis de serem controlados em bioprocessos quando em
substratos solidos. Além disso, contaminacGes sdo mais dificeis de serem monitoradas e a
producdo em larga escala de metabdlitos microbianos em cultivo sélido também é dificultada
(Fazenda et al., 2008; Hansen et al., 2015). Por tais desvantagens, o cultivo submerso, mesmo
utilizando-se fungos filamentosos, é a escolha mais frequente para a produgdo de bioprodutos

no ambito industrial (Fazenda et al., 2008).
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3. Objetivos

O objetivo geral deste estudo visou a producdo e a caracterizagdo bioquimica
funcional de peptidases secretadas pelo fungo termofilico Myceliophtora heterothallica F
2.1.4.

Os objetivos especificos compreendem:
1. Producéo de peptidases por cultivo submerso;

2. Determinacdo das propriedades bioquimicas funcionais de peptidases presentes no extrato
fermentativo (efeito de pH e temperatura na atividade e estabilidade das peptidases, efeito de
inibidores, etc.);

3. Purificar e avaliar as propriedades bioquimicas funcionais da peptidase pura.

4. Material e métodos
4.1. Microrganismo utilizado

O fungo filamentoso utilizado para a producdo das enzimas proteoliticas por
fermentacdo submersa foi o Myceliophthora heterothallica F 2.1.4. Este fungo pertence a
colecdo do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, IBILCE/Unesp S.J. Rio

Preto/SP e foi isolado e identificado conforme descrito por Zanphorlin et al., (2010).

4.2. Pré-inoculo
Inicialmente, o fungo foi cultivado em placas de Petri contendo meio PDA, incubadas
em estufa a 45°C por 96 horas. Em seguida, discos miceliais de 9,6 mm, foram utilizados para

inocular os frascos de cultivo submerso.

4.3. Cultivo submerso

O cultivo submerso foi realizado em frascos Erlenmeyer de volume de 250 mL,
vedados por tampdes de algoddo, contendo de 50 mL do meio composto por KH2PO4.0,07%);
K2HPO4 — 0,02%; MgSQO4.7 H20 — 0,01%; CaCl, — 0,01%); extrato de levedura — 0,1% e pH
inicial 6,0. Foram preparados 3 lotes de cultivo, 2 suplementados com diferentes

concentragdes de caseina, sendo elas 0,5%, 1,0% e 1 sem suplementacdo com caseina. Os
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frascos contendo o meio de cultivo foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a uma

temperatura de 121°C, 1 atm.

Apos a esterilizacdo, em cada um dos Erlenmeyer foi inoculado um disco de micélio
(9,6 mm de didmetro) do fungo M. heterothallica F2.1.4. Os frascos de fermentagdo foram
incubados a 45°C, 150 rpm por 120 horas. A cada 24 horas, durante todo o periodo de
fermentacdo, foram retiradas triplicatas do cultivo, os quais foram filtrados em papel
Whatman grade 1, centrifugados a 2267xg por 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi

utilizado como extrato enzimético.

4.4. Determinacdo de atividade proteolitica e concentracéo do extrato fermentativo

A determinacdo da atividade proteolitica foi realizada de acordo com ensaio
caseinolitico, com algumas modificagcdes (Sarath; De La Motte; Wagner, 1996). A mistura
reacional foi composta por 50 puL do extrato fermentativo enzimatico e 450 pL de solugdo 1%
de caseina (m/v) diluida em tampéo fosfato de sédio monobasico 0,150 M, pH 6,5. A reacéao
foi conduzida em microtubos a 40°C e interrompida, ap6s 150 minutos, com a adicdo de 300
pL de 4cido tricloroacético 10% (TCA). Para o controle negativo, a propor¢ao foi mantida,
mas 0 TCA 10% (m/v) foi adicionado antes do substrato da reacdo. Os microtubos foram
centrifugados por 10 minutos a 6021xg, e a absorbancia do sobrenadante foi medida a 280 nm

em espectrofotémetro UV-VIS. O experimento foi conduzido em triplicata.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

provocar o aumento de 0.01, por minuto, da absorbancia a 280 nm (Merheb et al., 2007).

4.5. Concentracdo e purificacdo da enzima

O segundo dia de cultivo (48 horas) suplementado com 0,5% de caseina, por
apresentar uma maior atividade proteolitica, foi escolhido para dar continuidade aos
experimentos de caracterizacdo bioquimica funcional do extrato fermentativo. O volume total
do extrato do cultivo (795 mL) foi concentrado usando o sistema QuixStand ® (QSM-03SP,
GE), equipado com um cartucho de membrana de corte 10 kDa. O volume final, apds a

concentracdo do extrato enzimatico, foi de 120 mL.

A enzima pura foi obtida a partir da centrifugagéo do extrato fermentativo concentrado
utilizando-se um concentrador Vivaspin cut off 30 kDa. Foram realizados 3 ciclos sequenciais

de centrifugagdo a 188xg por 20 minutos a 4°C. O filtrado, apresentando atividade
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caseinolitica, foi analisado por SDS-PAGE 10% (Laemmli, 1970), corado com nitrato de
prata (See; Jackowski, 1989).

A quantificagdo de proteinas totais das amostras foi realizada utilizando a metodologia
de Bradford (Bradford, 1976) utilizando soro albumina bovina como padréo.

4.6. Caracterizacao bioquimica funcional do extrato fermentativo e da enzima pura
4.6.1. Efeito de pH e temperatura na atividade enzimatica

Estas avaliagdes foram realizadas em ensaios utilizando caseina 1% diluida em
solucBes tampdo. A determinacdo do pH 6timo para a atividade da peptidase foi realizada a 40
°C, do pH 5,5 ao 11,0. Os tampdes utilizados foram: MES (pH 5,5; 6,0 e 6,5), HEPES (pH
7,0; 7,5 e 8,0); BICINE (pH 8,5; 9,0) e CAPS (pH 9,5; 10,0; 10,5 e 11,0), todos a 0,2 M. A
estabilidade por efeito de pH foi avaliada por incubacdo do extrato fermentativo e da enzima

pura, durante 24 horas a 4°C, em diferentes pH (pH 5,5 ao 10,5).

O efeito de temperatura na atividade enzimatica foi avaliado na faixa de temperatura
de 30 a 65°C e, a estabilidade térmica, nos tempos de incubacdo de 15, 30 e 60 minutos, na

faixa de temperatura de 30 a 65°C, com variacdo de 5°C.

ApoOs o periodo de incubacdo, os ensaios caseinoliticos foram conduzidos nas

condicdes Otimas de pH e temperatura pré-determinados.
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4.6.2. Efeito de inibidores e ions metélicos na atividade enzimatica

Para determinar o mecanismo de acdo das peptidases, foi utilizado o protocolo descrito
por Dunn (1989), com modificagdes. Foram utilizados os seguintes inibidores: EDTA, AlA e
PMSF na concentracdo final de 5 mM. O mecanismo de acdo foi investigado para o extrato

fermentativo e para a enzima pura.

A atividade das peptidases também foi avaliada na presenca dos seguintes sais na
concentracdo final de 5 mM: cloretos de cobre (CuCl,), ferro 11l (FeClz), cadmio (CdCly),
mercurio (HgCl,), cobalto (CoCl), litio (LiCl), sédio (NaCl), magnésio (MgClz), manganés
(MnCl,), potassio (KCI) e bario (BaCl,). Em funcéo da influéncia do ion Co?" na atividade
enzimatica das enzimas também foi avaliada a atividade na presenca de diferentes
concentragdes deste ion: 2,5, 5, 10, 15 e 20 mM. Os ensaios foram realizados utilizando o

extrato fermentativo e a enzima pura.

Em todos os ensaios, as enzimas foram pre-incubadas por 5 minutos na temperatura de

reacdo. As reacoes foram conduzidas no pH e na temperatura 6tima de atividade enzimatica.

4.7. Remocao de biofilme

Foram utilizados 2 microrganismos diferentes para o teste de remogéo de biofilme, a
levedura Candida albicans ATCC 90028 e a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923,
provenientes da colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Medicina de Séo José do Rio Preto (FAMERP).

4.7.1. Cultivo do microrganismo e aplicacdo do extrato enzimatico

O cultivo da levedura C. albicans foi realizado em placa de poliestireno de 6 po¢os
contendo 1,5 mL de meio Yeast Extract Potato Dextrose (YEPD), a 30°C, por 5 dias de
crescimento em condi¢do estatica com o indculo inicial de 0,1 DOgoonm. NO caso da bactéria S.

aureus, o crescimento foi realizado em meio Luria Bertani (LB), a 37°C, por 7 dias.

Apos o crescimento, 0 meio de cultura foi removido e os pocos foram lavados trés
vezes com agua destilada estéril e, em seguida, foram adicionados 2 mL de extrato
fermentativo concentrado do cultivo de M. heterothallica e 1 mL de tampéo CAPS, 0,2 M, pH
10. Desta forma, o extrato fermentativo apresentou concentragdo final de ~6 U mL™ de
unidade enzimatica e ~43 ug mL™? de proteinas totais. Um pogo contendo 2 mL de enzima

inativada por aquecimento e 1 mL de tampdo foi utilizado como controle. O experimento foi
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conduzido na temperatura de cultivo dos microrganismos avaliados para a formacdo de

biofilme.

Posteriormente, a solucdo enzimética foi removida e foram adicionados 2 mL de
metanol em cada poco e a placa de poliestireno foi levada a uma estufa de secagem a 60°C
por 1 h. Logo apds, foram adicionados 3 mL de cristal violeta 1% (m/v) e a placa foi incubada
por 20 min a 25°C. Passado o tempo de incubacéo, a coloracdo foi removida e os po¢os foram
lavados com &gua destilada e, em seguida, retornaram a uma estufa de secagem, durante 1 h a
40°C.

Depois de seca, a placa foi fotografada e a remocgéo de biofilme foi quantificada pela
adicdo de acido acetico glacial 30% (v/v) e posterior leitura em espectrofotometro a 595 nm
(Saggu; Jha; Mishra, 2019). O controle foi utilizado como referéncia e considerado como

100%. O experimento foi realizado em duplicata.

Foram realizados ensaios caseinoliticos para estimar a quantidade de unidade
enzimatica (U) e ensaios para a quantificacdo de proteinas totais presentes no extrato

enzimatico.

4.8. Analise estatistica
O software GraphPad Prism 10 foi utilizado para calcular variancia estatistica
(ANOVA e Teste t ndo pareado). Diferencas entre amostras foram consideradas

estatisticamente significantes se p>0,05.
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5. Resultados e discussao

5.1. Producéao de peptidases em cultivo submerso

Foi possivel observar que o perfil de cultivo do fungo termofilico M. heterothallica,
em meios de cultivo suplementados com 0,5%, 1% de caseina (m/v), apos 48 horas,
apresentou maior atividade enzimatica (U mL™) quando comparado aos outros tempos
avaliados (Figura 3). No entanto, o cultivo suplementado por 0,5% de caseina evidenciou, em
ensaios caseinoliticos, atividade enzimatica maxima ap6s 48 horas (~ 8 U mL™) quando
comparada ao indculo com 1% (~ 6 U mL™), enquanto esta apresentou atividade enzimatica
melhor distribuida durante as 72 horas iniciais do cultivo. O cultivo sem suplementacao,
apresentou baixa atividade enzimatica e atingiu sua maxima (~ 1,2 U mL™) ap6s 24 horas.
Sendo assim, tem-se que a suplementacdo com caseina foi capaz de induzir maior producédo

de peptidases no fungo.

Figura 3 — Perfil da atividade enzimatica durante 120 horas de cultivo submerso, 150 rpm,
45°C. (o) — 0,5% de caseina; (m) — 1% de caseina; (A ) — sem caseina
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Fonte: Autoria prépria (2024)

Em um trabalho utilizando o fungo Aspergillus fumigatus, Silva et al. (2013)
suplementaram o meio de cultivo com caseina e avaliaram o efeito de diferentes

concentragdes deste indutor. As maiores atividades observadas neste trabalho foram referentes
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a 72 horas de cultivo com 0,5% de caseina e 96 horas com 0,25%. A concentracdo de 1%
também foi avaliada neste trabalho e a atividade méxima foi cerca de 1,5 vez menor quando
comparadas as concentracbes menores de caseina. Isto péde, também, ser observado nos
resultados obtidos neste trabalho. Mehta; Thumar; Singh (2006) avaliaram diferentes
concentragdes de indutores no cultivo para a producdo de peptidases e, por sua vez,
encontraram resultados semelhantes que mostram que, dependendo da concentracdo do
substrato do cultivo, 0 mesmo pode auxiliar ou atuar como um inibidor na produgdo de
enzimas.

Com o intuito de comparar o perfil de peptidases produzidas durante os cultivos, foi
realizado o teste com inibidores especificos de serino, cisteino e metalo peptidases utilizando
0s extratos fermentativos que apresentaram atividade caseinolitica elevada de cada
fermentacdo (Tabela 1). Em todos os ensaios, foi observado o efeito de inibicdo da atividade

enzimatica por PMSF, indicando a presenca de peptidases do grupo “serino-peptidase”.

Tabela 1 — Efeito de inibidores na atividade de peptidases presentes nos extratos
fermentativos derivados de diferentes meios de cultivo e tempo de coleta

Fermentacéo Inibidores (5 mM)
- Controle AlA EDTA PMSF
0,5% - 48 h 100+£1,82 94,85+4,32 98,67 +2,13 0,46 + 0,08
0,5% - 96 h 100+6,94  93,38+7,70 98,94 + 5,69 9,39 + 3,85
1,0% - 24 h 100 £4,89 104,66 + 7,60 99,62 + 4,36 4,98 + 0,82
1,0% - 48 h 100 £3,63 96,75+ 5,26 99,05 + 3,20 3,88 £ 0,63
1,0% - 72h 100+9,04 8257+6,05 89,97 +11,15 0,15+ 0,26
S/caseina—24h 100+5,63 92,83 +5,43 96,23 + 5,99 0,41+0,71

Fonte: Autoria prépria (2024)

5.2. Purificacdo da enzima

Apos a passagem do extrato enzimatico concentrado por um concentrador Vivaspin
cut off 30 kDa e analise por SDS-PAGE 10% (Figura 4), foi possivel observar que a por¢do
filtrada do nosso extrato enzimatico era uma fracdo pura da peptidase (Tabela 2) com massa

molecular estimada em 31 kDa.
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Tabela 2 - Purificagdo de uma serino peptidase do fungo M. heterothallica

Atividade

e Atividade Proteina s Rendimento e
Etapas da purificacéo total (U) total (mg) especifica (%) Purificagdo
(U/mg)
Extrato fermentativo 5,74 7 41,61 508,81 100,00 1,00
(FSm)
Extrato concentrado 6564,14 14,67 447,45 31,00 0,88
Enzima pura 1830,03 3,18 575,48 8,64 1,13

Fonte: Autoria propria (2024)

Figura 4 - SDS-PAGE 10%. Marcador de massa
molecular (1) e peptidase pura do fungo M. heterothallica (2)
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Fonte: Autoria prépria (2024)
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5.2. Efeito do pH na atividade enzimética

A influéncia do pH, ao ser avaliada, permitiu a observacdo um perfil semelhante de
atividade enzimatica, tanto para o extrato fermentativo quanto para a enzima pura, com maior
atividade caseinolitica em pH alcalino (Figura 5). Dentre os valores de pH avaliados, 0s
ensaios seguintes foram conduzidos em pH 10 pelo fato de a enzima exibir atividade elevada
e, nos pH 9,5 e 10,5, ndo apresentar grandes variagdes em sua atividade.

Figura 5 — Efeito de pH na atividade enzimética, do extrato fermentativo () e enzima pura
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Fonte: Autoria prépria (2024)

A estabilidade enzimatica também foi avaliada ao serem incubadas em diferentes pH.
Considerando toda a faixa de pH estudada e utilizando a atividade em pH 7,0 como 100%,
tanto para o extrato fermentativo quanto para a enzima pura, a atividade relativa minima
detectada foi de 60% (pH 9,0 e 10,5), para o extrato fermentativo, com destaque para maior
estabilidade entre pH 5,5-8, na qual a atividade proteolitica foi mantida acima de 85% (Figura
6). No entanto, para a enzima pura, é possivel observar diferenca significativa na estabilidade
nos pH 8,5, 9,0 e 10,5, onde a atividade relativa minima foi de 75% e mais evidenciada nos
pH 8,5 e 9,0. E possivel observar, também, este perfil no extrato fermentativo. A queda na
atividade pode estar relacionada com a presenca do tampao BICINE, utilizado apenas nos
ensaios conduzidos nestes pH onde a redugéo da atividade foi mais pronunciada. Em suma, a
enzima pura se mostrou estavel em uma ampla faixa de pH (5,5-10,5) além da sua faixa 6tima

de atividade. Isto também foi observado para o extrato fermentativo, porém, a interferéncia de
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outras biomoléculas e possivel presenca de outras peptidases pode ter influenciado na maior
estabilidade em pH neutro.

Figura 6 — Efeito de pH na estabilidade enzimatica apds a incubacdo do extrato fermentativo
(®) e da enzima pura (m) em diferentes pH, por 24 horas a 4°C
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Fonte: Autoria prépria (2024)

Peptidases alcalinas provenientes de fungos termofilicos também foram descritas por
Li; Yang; Shen (1997), produzida por Thermomyces lanuginosus e Zanphorlin et al. (2010),
produzida por Myceliophthora sp.

Para aplicacbes em industrias, peptidases alcalinas sdo muito estudadas,
principalmente como aditivos na producdo de detergentes. Além desta, existem outras
aplicacGes para estas peptidases, como nas industrias coureira, farmacéutica e alimenticia
(Razzaq et al., 2019; Zanphorlin et al., 2010). Laxman et al. (2004), por exemplo,
reivindicaram a patente de uma peptidase alcalina produzida por Conidiobolus coronatus para
seu uso no preparo do couro, atuando em pH alcalino overnight (18 horas) em temperatura
ambiente. A enzima em questdo mostrou-se estavel e eficiente no tratamento de peles de

animais.
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5.3. Efeitos de temperatura na atividade enzimatica

Nos ensaios para avaliar os efeitos da temperatura na atividade enzimatica foi possivel
observar um perfil semelhante entre o extrato fermentativo e a enzima pura; temperatura
6tima para atividade a 50-55°C para enzimas do extrato fermentativo e 45-50°C para a enzima
pura (Figura 7). No entanto, as enzimas do extrato mostraram-se estaveis a 55°C, com 100%
da atividade, enquanto a enzima pura exibiu cerca de 60% de sua atividade na mesma
temperatura. Portanto, 0s ensaios seguintes foram realizados a 50°C, nos quais a enzima

alcangou 100% de sua atividade sem prejuizos durante a reacao caseinolitica.

Figura 7 — Efeito de temperatura na atividade enzimatica, extrato fermentativo () e enzima
pura (m)
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Fonte: Autoria prépria (2024)

Zanphorlin et al. (2010) apresentaram resultados similares aos obtidos neste estudo ao
caracterizarem uma peptidase obtida por cultivo em estado solido (FES) de um fungo
termofilico do género Myceliophthora. A enzima em questdo, no extrato fermentativo,
mostrou melhor atividade a 50°C. Li et al. (2007) obtiveram uma serino-peptidase

proveniente do fungo termofilico Chaetomium thermophilum que apresentou atividade 6tima
a 65°C.

Oztas Gulmus; Gormez (2020) utilizaram uma peptidase produzida pela bactéria

termofilica Thermomonas haemolytica para a remog¢do de manchas de sangue e de grama em
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tecido de roupas. A enzima apresentou atividade 6tima a 55°C, em pH 9,0 e mostrou-se

eficiente, quando em conjunto com detergente, para a remogao destas manchas.

Nos ensaios de termoestabilidade, foi possivel notar que tanto as enzimas do extrato
fermentativo quanto a enzima pura, nas temperaturas entre 30 e 45°C, mostraram-se estaveis
por 60 min, com atividade préxima a 100% (Figura 8). Uma pequena diferenca foi observada
a partir da temperatura de 50°C, onde a enzima pura, incubada por 30 min, evidenciou uma
queda em sua atividade, que se manteve acima de 80%, diferentemente do extrato
fermentativo, na faixa de 100%. A 55°C, a atividade proteolitica remanescente para ambas as
amostras foi de cerca de 60% ap6s 15 min de incubacdo, e perda da atividade quando

incubadas em temperaturas a partir de 60°C.

Figura 8 — Gréaficos evidenciando resultados dos testes de estabilidade da atividade
enzimatica em diferentes tempos e temperaturas (e) — 15 min; (m) — 30 min; () — 60 min. A —
extrato fermentativo; B — enzima pura
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Fonte: Autoria prépria (2024)

A temperatura elevada é um fator limitante para a utilizacdo de enzimas em
bioprocessos industriais devido a suscetibilidade destas proteinas que atuam, normalmente,
em temperaturas na faixa de 25 a 40°C (Che Hussian; Leong, 2023; Deeth, 2021). A
estabilidade estrutural das enzimas, assim como das proteinas em geral, depende de diversas
interacOes de forgas ndo covalentes como as ligagdes de hidrogénio, forga de van der Waals e

interacbes hidrofobicas. O aumento da temperatura pode provocar perturbagdes nestas
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interacdes, permitindo que a enzima perca sua conformacgdo original, o que leva a
desorganizacdo de seu sitio catalitico, inativando-a (Gomes et al., 2007; Robert; Cadet, 1996).
A inativacdo enzimética pela temperatura pode ser reversivel se a proteina for resfriada
rapidamente, mas a exposi¢cdo prolongada a altas temperaturas reduz a atividade residual da

enzima quando esta é resfriada novamente (Robert; Cadet, 1996).

Enzimas termoestaveis sdo comumente produzidas por microrganismos termofilicos e
apresentam caracteristicas atrativas para o uso industrial. A conducdo de bioprocessos em
altas temperaturas reduz o risco de contaminacdo por microrganismos mesofilicos, diminui a
viscosidade do meio e, desta forma, aumenta a taxa de reacOes catalisadas por enzimas devido
a maior solubilidade de substratos e produtos. As caracteristicas estruturais de enzimas
termoestaveis estdo relacionadas, também, com maior tolerancia na presenca de solventes
organicos e outros agentes desnaturantes. Estes atributos das enzimas termoestaveis tornam
relevante a prospeccdo destas proteinas como alternativa para enzimas mesofilicas de menor
eficiéncia (Cowan, 1997; Elleuche et al., 2015; Gomes et al., 2007; Sharma et al., 2019).

Ao avaliar a influéncia da temperatura na estabilidade de peptidases produzidas por
um fungo termofilico do género Myceliophthora, Zanphorlin (2010) obteve resultados
semelhantes aos obtidos neste trabalho, onde a enzima, em extrato fermentativo, mostrou-se
estavel por 5 horas a 50°C, mas perdera atividade quando incubada a temperaturas a partir de
55°C.

Enzimas proteoliticas, quando termoestaveis e eficazes em pH alcalino, ao serem
aplicadas como aditivos em detergentes, permitem que o produto seja utilizado para realizar

lavagens em altas temperaturas e pH (Li et al., 2007).

5.4. Efeito de inibidores na atividade enzimatica

Com a avaliacdo de efeito de inibidores de cisteino, metalo e serino peptidases nas
amostras enzimaticas, pode-se observar que ha a inibicdo total da atividade de ambas por
PMSF (Tabela 3). Este composto inibe a atividade de serino proteases, 0 que sugere que esta é

a classe da peptidase encontrada neste estudo.

As serino peptidases alcalinas, principalmente provenientes de microrganismos do

género Bacillus, sdo amplamente utilizadas na indUstria de detergentes (Razzaq et al., 2019).
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Tabela 3 — Efeito de inibidores na atividade de peptidases presentes no extrato
fermentativo e na enzima pura

Inibidores (5 mM) Extrato fermentativo Enzima pura
Controle 100,00 + 1,79 100,00 + 2,00
AlA 99,35 + 0,94 98,62 + 2,09
EDTA 91,00 + 4,47 98,20 £ 0,79
PMSF 0,25+ 0,50 0

Fonte: Autoria prépria (2024)

Hajji et al. (2007) purificaram uma serino peptidase de Aspergillus clavatus e esta, por
sua vez, apresentou caracteristicas interessantes para a aplicacdo em detergentes, em funcéo
da alta atividade proteolitica em pH alcalino, pico de atividade a 50°C e estabilidade a
diversos surfactantes e agentes branqueadores, compostos que, normalmente, fazem parte da

composicao de detergentes.

Duffeck et al. (2020) produziram queratinases a partir da degradacdo de penas de
frango pelo fungo Coriolopsis byrsina. Estas enzimas exibiram atividade elevada em pH
alcalino e atividade residual de 63% apds 1 hora a 50°C, algumas caracteristicas semelhantes
as da peptidase produzida pelo M. heterothallica no presente trabalho. Em teste de aplicacéo
em detergentes, as enzimas produzidas pelo C. byrsina mostraram-se estaveis como aditivos
em detergente liquido e, liofilizadas, em detergente em pd. Além disso, o trabalho avaliou a
capacidade de remocdo de manchas de ovo em tecido de algod&o por detergentes comerciais e

com as enzimas de C. byrsina, evidenciando similaridade com o produto comercial.

5.5. Efeito de ions metalicos na atividade enzimatica

Pela avaliacdo do efeito de ions metalicos na atividade enzimética do extrato
fermentativo (Tabela 4), considerando p = 0,1, evidencia-se um aumento de 15-28% na
atividade quando na presenca dos ions ferro (aprox. +15%) e cobalto (aprox. +28%). No
entanto, outros ions influenciaram negativamente na atividade enzimaética, provocando
reducdo de 13-69% da atividade, destacando-se 0s ions potassio (aprox. -13%), manganés

(aprox. -14%), mercdrio (aprox. -32%) e cobre (II) (aprox. -69%).
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Tabela 4 - Efeito de ions na atividade enzimética do
extrato fermentativo

fons (5 mM) Atividade caseinolitica (%0)
Controle 100,00 £ 5,11
CuCl 31,04 £ 5,25
FeCls 115,22 + 3,47
CdCl, 95,36 + 3,70
HgCl; 68,20 + 1,83
CoCl; 127,69 £ 5,40
LiCl 92,20 £ 2,78
NaCl 92,13 £ 2,09
MgCl, 97,65 + 3,31
MnClI; 86,43 + 3,48
KCI 87,31 £ 5,52
BaCl; 94,14 + 3,18

Fonte: Autoria prépria (2024)

Em ensaios utilizando a enzima pura, a peptidase teve sua atividade modulada por
alguns ions (Tabela 5). Dentre eles, os que influenciaram positivamente de forma significativa
(considerando p = 0,1) foram os ions potassio (aprox. +18%), bario (aprox. +24%) e o cobalto
(aprox. +39%). Neste caso, os ions mercurio e cobre (1) afetaram a enzima de forma negativa

reduzindo sua atividade em aproximadamente 28% e 89%, respectivamente.
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Tabela 5 - Efeito de fons na atividade enzimética da

eqzima pura
lons (5 mM) Atividade caseinolitica (%0)
Controle 100,00 + 4,46
CuCl 11,44 + 5,31
FeCls 99,30 + 4,62
CdCl, 103,26 + 1,50
HgCl, 72,15 + 6,61
CoCl 138,75 £ 6,70
LiCl 101,04 + 3,85
NaCl 104,64 + 5,56
MgCl, 94,16 + 5,20
MnCl; 104,62 + 9,25
KCI 118,39 + 3,17
BaCl, 123,88 + 3,65

Fonte: Autoria prépria (2024)

A atividade enzimatica pode ser modulada positiva ou negativamente na presenca de
fons metalicos, que podem interagir com o substrato da reacdo e/ou com a estrutura ou sitio
ativo da enzima, como foi possivel observar no aumento da atividade na presenca do ion

cobalto e reducdo na presenca dos ions manganés, mercurio e cobre (11) (Silva et al., 2019).

A presenca do ion mercurio provocou a reducdo da atividade proteolitica da enzima e
isto se deve, provavelmente, a afinidade deste ion com radicais sulfidrila, que podem ser
encontrados em residuos de Cys presentes na estrutura da enzima. Esta interacdo, pode
ocasionar mudancas conformacionais em sua estrutura, causando a inibicdo ndo competitiva
de sua atividade catalitica (Mahbub et al., 2016).

O cobre, por sua vez, inibiu quase totalmente a atividade enzimatica nos ensaios
contendo-o0. Possivelmente, isto ocorreu por uma interacdo do ion com o sitio ativo da
peptidase, impedindo a interacdo adequada com o substrato, como observado e também

suposto no trabalho de Silva et al. (2019).

Zanphorlin et al. (2011) purificaram e caracterizaram uma serino peptidase de um

fungo termofilico Myceliophthora sp. que teve aumento em sua atividade na presenca de ion
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magnésio, mas apresentou reducéo significativa da atividade na presenca dos ions mercurio e
niquel e foi totalmente inibida na presenca de ion cobre (I1). Couto et al. (2022) obtiveram
uma serino peptidase que apresentou melhora na atividade catalitica na presenca de ions cobre

(1), zinco, sodio e célcio.

Em virtude da melhora da atividade enziméatica da serino peptidase pela presenca do
fon cobalto, foram conduzidos ensaios caseinoliticos utilizando diferentes concentracdes deste

fon (Tabela 6) para avaliar seu efeito na atividade enzimatica.

Foi possivel observar um aumento significativo da atividade enzimatica na presenca
do ion em todas as concentracOes avaliadas nos ensaios tanto do extrato fermentativo quanto
para a enzima pura, com destaque para as concentracbes de 10,0, 15,0 e 20,0 mM,
aumentando a atividade entre 35-37% para o extrato fermentativo e entre 53-58% para a
enzima pura (Tabela 6). Seja atuando como cofator, coenzima ou se ligando a sitios nédo
especificos, a presenca do ion cobalto nos ensaios pode ter auxiliado e melhorado o acesso da
enzima ao substrato e/ou na estabilidade da estrutura proteica (Yang, 2009; Yang et al.,
2010).

Tabela 6 - Efeito do ion cobalto na atividade enzimatica
do extrato fermentativo e da enzima pura

[mM] =xrato Enzima pura
fermentativo

Controle 100,00 £ 1,63 100,00 + 4,40

2,5 118,59+ 2,76 135,60 + 4,58

8 5,0 120,64 + 3,04 130,46 + 8,24

é 10,0 125,82 +2,53 135,11 +£5,31

© 15,0 137,17+ 7,76 158,42 + 6,05

20,0 134,67 6,82 152,88 £ 6,91

Fonte: Autoria prépria (2024)

Yadav et al. (2015) caracterizaram uma serino peptidase alcalina e observaram
aumento da atividade enzimética na presenca de ions sodio e potassio nas concentragdes de 2

e 5 mM, mas 0s mesmos ions apresentaram efeito inibitério na concentragdo de 10 mM. Pefia-
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Montes et al. (2008) produziram uma peptidase alcalina com ampla especificidade de
substrato que teve sua atividade intensificada na presenca dos ions ferro (II) e cobalto a 1
mM, mas registrou reducdo quando na presenca de ferro (1) a 10 mM.

5.6. Aplicacdo do extrato fermentativo de M. heterothallica para remocao de biofilmes
microbianos

A combinacdo de detergentes e enzimas, em especial as proteoliticas, é utilizada para a
melhora da capacidade de desinfecgdo destes produtos. A atuacdo de surfactantes em unido
com peptidases é explorada por aumentar a molhabilidade de biofilmes microbianos e,

consequentemente, facilitar sua remocao (Simdes; Simdes; Vieira, 2010).

No atual trabalho, optou-se pela aplicacdo de apenas o extrato fermentativo
concentrado obtido do cultivo do fungo M. heterothallica. Pesquisas, como as reportadas por
de Menezes et al. (2023) e Baidamshina et al. (2017), utilizaram o extrato fermentativo
contendo queratinases e uma enzima proteolitica, respectivamente, sem a combinacdo com

outros aditivos para avaliar a capacidade de remocdao de biofilme das enzimas estudadas.

No presente trabalho avaliamos a capacidade de remoc¢do de biofilme formado por
dois microrganismos distintos: Candida albicans e Staphylococcus aureus (Figura 9). Quando
aplicado no biofilme de C. albicans, o extrato fermentativo, que apresentou atividade
caseinolitica ~6 U mL™ e concentracdo final total de proteinas ~43 pg mL™, dispersou em
torno de 72% do biofilme estabelecido apds 5 dias, em ambos tempos avaliados, sem
diferenca significativa entre eles. Nos ensaios com o biofilme estabelecido por 7 dias de S.
aureus, o extrato fermentativo também foi efetivo e capaz de dispersar entre 53-58% do
biofilme bacteriano, ndo evidenciando diferenca significativa entre os tempos avaliados. A
amostra controle representa a incubagdo dos biofilmes com o extrato enzimatico inativo por

desnaturacdo térmica das enzimas (incubacdo a 100°C por 10 min).
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Figura 9 - Dispersdo de biofilme microbiano com tratamento por extrato fermentativo
(atividade caseinolitica de ~6 U mL™ e ~43 ug mL™ de concentracio final de proteinas) do
cultivo submerso de M. heterothallica por 5 e 20 horas. Absorbancia relativa a absorbancia
(595 nm) de biofilme corado com cristal violeta 1% (m/v) solubilizado em &cido acético

glacial 30% (v/v) (A e B) e visualizagdo da disperséo de biofilme (C — C. albicans e D — S.
aureus)
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Fonte: Autoria propria (2024)

Com o uso do extrato fermentativo obtido a partir da degradacdo de penas de frango
pela bactéria Ochrobactrum intermedium, de Menezes et al. (2023) reportaram a remogéo de
60% de biofilmes de S. aureus apds 24 horas de incubacdo do extrato enzimatico.
Baidamshina et al. (2017) relataram remocdo de 40 e 50% do biofilme de S. aureus
utilizando, respectivamente, tripsina e papaina a uma concentragéo de 1 mg mL™. Al-Fattani;
Douglas (2006) testaram diversas enzimas para a remoc¢do de biofilme formado por C.
albicans e, dentre as utilizadas, a proteinase K, uma serino peptidase de amplo espectro de
acdo, foi capaz de dispersar cerca de 30% dos biofilmes ap6s 2 horas de aplicagdo na
concentragéo de 50 pg mL™.,

Substancias poliméricas extracelulares (EPS) secretadas por células microbianas
formadoras de biofilme aumentam a adesdo de células microbianas a uma superficie. Esta
matriz polimérica, que pode incluir lipideos, DNA, proteinas e polissacarideos, contribui para
aumentar a resisténcia do biofilme a agentes biocidas e a condic¢Ges estressantes do ambiente,

como variacdo de temperatura, exposicdo a UV e desidratacdo (Yin et al. 2019). Em vista



41

disso, a hidrdlise destas substancias favorece a dispersdo de biofilmes e pode melhorar a
efetividade de agentes antimicrobianos, como antibidticos e desinfetantes.

A hidrdlise de proteinas que compdem a matriz polimérica de biofilmes, como a
desempenhada pelo extrato enzimatico de M. heterothallica, desestabiliza a estrutura do
biofilme, promovendo sua dispersdo. A acdo de peptidases pode também degradar proteinas
presentes na superficie das células, danificando-as e reduzindo a formacdo de biofilmes
microbianos (de Menezes et al., 2023; Molobela; Cloete; Beukes, 2010; Nahar et al., 2018).
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6. Conclusao

Neste trabalho, foi investigada a producéo de peptidases pelo fungo M. heterothallica
e a purificagdo de uma destas enzimas, cuja massa molecular foi estimada em 31 kDa. O
estudo das propriedades funcionais das enzimas presentes no extrato fermentativo e pura
evidenciou maxima atividade em pH alcalino, temperaturas entre 45-55°C e estabilidade em
ampla faixa de pH. As enzimas presentes no extrato fermentativo e enzima pura
demonstraram melhora consideravel na atividade em presenca do ion cobalto e reducdo da
atividade pelos ions mercurio e cobre (I1). Em experimentos de aplicagdo do extrato
enzimatico sobre biofilmes microbianos, foi perceptivel a elevada capacidade de disperséo da
matriz extra polissacaridica tanto de C. albicans (remocdo de 72%) quanto de S. aureus

(remocéo entre 53-58%).
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APENDICE A - Efeito de inibidores na atividade das peptidases presentes nos extratos das
fermentacdes coletadas em diferentes tempos (horas). A — Cultivo suplementado com 0,5% de

caseina; B — cultivo suplementado com 1% de caseina; C — cultivo sem suplementacéo por

caseina
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APENDICE B - Efeito da temperatura na atividade de peptidases presentes no extrato
fermentativo do cultivo de M. heterothallica
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APENDICE C - Gréficos ilustrativos da influéncia de ions (5 mM) na atividade enzimatica
do extrato fermentativo e da enzima pura
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APENDICE D - Gréaficos ilustrativos sobre a influéncia do ion cobalto na atividade
enzimatica do extrato fermentativo e da enzima pura
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