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RESUMO

O fungo ectomicorrizico Thelephora terrestris libera no meio de cultivo uma
atividade proteolitica que foi caracterizada. A atividade proteolitica extracelular foi
demonstrada usando azocaseina como substrato com Kmypp de 2,0 £ 0,5 mg/mL. A
atividade extracelular de azocaseinase demostrou ser 6tima a pH 4,8 e estavel por
24 horas a 4° C, na faixa de pH 4,0 a 56. A temperatura 6tima da atividade
enzimatica foi de 40° C, sendo que a 50° C perde em torno de 50% da sua
atividade em 10 minutos de incubac&o. A atividade proteolitica foi inibida por 5
mM de pCMB (70,28%), por EDTA 10 mM (72%), por pepstatina 1uM (45%), por
E-64 0,25 mM (22%) e por PMSF 4mM (21%). Os niveis de atividade proteoitica
extracelular reportado por massa micelial ndo variaram com o aumento da
concentracdo de glucose no meio, mas foram reprimidos por concentracdes de
fosfato de amdnio superiores a 3,7 mM. Quando a gelatina foi utilizada como fonte
de carbono e nitrogénio houve a duplicagdo nos niveis de enzima. As adi¢do de
glucose ao meio contendo gelatina resultou na repressdo da atividade enzimatica.
As secregdo de enzima somente foi detectada em cultivos com agitagcdo. A analise
eletroforética demonstrou a presenca de 3 bandas protéicas com atividades

enzimaticas.

Xvii



1 INTRODUGAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO ECTOMICORRIZA

Os fungos e as raizes de plantas convivem mutualisticamente formando o
qgue se chama de micorriza. Dois principais grupos de micorrizas sédo conhecidos: as
ectomicorrizas e endomicorrizas. Nas endomicorrizas o fungo vive associado
intracelularmente com a raiz, enquanto que nas ectomicorrizas seu desenvolvimento
ocorre entre as células do cortex da raiz (Meyer, F.H., 1974).

O fungo basidiomiceto Thelephora terrestris interage simbioticamente com a
raiz de Pinus resultando em ectomicorriza. Esta associagdo pode ser concebida
como a formagdo de uma integracdo fisioléogica complexa, representando
distintamente uma nova entidade em si, pois 0 hospedeiro e o simbionte s&o
marcadamente alterados (Martin e Hilbert, 1991).

As ectomicorrizas sdo formadas por fungos pertencentes a classe dos
Basidiomicetos, Ascomicetos e Ficomicetos. As plantas hospedeiras destes fungos
sdo predominantementes as arvores que pertencem as familias Pinaceae,
Fagaceae, Bertulaceae, Salicaceae, Myrataceae, Juglandaceae, Ericaceae e outras
(Marx e Kenney, 1982).

Do ponto de vista ecoldgico s&o importantes por associarem-se com diversas
espécies florestais e por colonizarem efetivamente areas depauperadas. incluem

desta maneira, a prote¢cdo da planta contra patdégenos do solo, o aumento de



tolerancia & aridez, a alta temperatura, as extremas variagdes do pH, as toxinas
organicas e inorganicas e as altas concentragdes de enxofre, aluminio, magnésio e
zinco (Tosh et al., 1993).

Os fungos micorrizas estdo envolvidos em diferentes estagios do
metabolismo do nitrogénio: a quebra do nitrogénio organico do solo, a obtencdo e
translocagdo para o hospedeiro de nitrogénio organico solivel (aminoacidos) ou
formas minerais (NHs" , NOs; ) e na assimilacdo destes. O primeiro estagio no
nitrogénio organico ocorre por acdo de proteases com liberacdo de aminoécidos
sollveis os quais sdo absorvidos com relativa facilidade pelas plantas
(Plassard, C. et al., 1985).

O fungo ectomicorrizico Thelephora terrrestris requer associagdo com plantas
hospedeiras para o ciclo de vida completo. Nado se tem obtido sucesso para, em
meio de composi¢ao definida, germinar esporos de Thelephora terrestris; embora na
presenca de raizes de Pinus sylvestris, ocorra a germinacéao in vifro (Hacskaylo, E.
1983).

O isolamento e a manipulagdo experimental dos cultivos dos fungos
ectomicorrizicos tém sido criticos no desenvolvimento da pesquisa sobre aspectos
fisiolégicos. In vitro, o crescimento € afetado com as variagdes do pH, temperatura,
nutrientes do meio, sais minerais e hormonios (Molina e Palmer, 1982).

O fungo ectomicorrizico Laccaria laccata quando cultivado em grau variado
de oxigenag&o nao apresenta diferencgas significativas, indicando que este fungo
nao seja exigente em relagdo ao oxigénio (Kuek, C., 1996).

Melhuish e Hacshaylo (1980) determinaram que a concentracido 6tima para

obtencdo da massa micelial para Pisolithus tinctorius em cultivos sob condigbes



especificas, independia da relagédo carboidrato/nitrogénio.

Smith (1982) estudando as condigbes fisioldgicas para o crescimento
Pisolithus tinctorius inoculou-o em meio MMN (Modifield Melin-Norkran). Com
agitacdo, observou que o fungo crescia igualmente em diferentes relagbes de
glucose - sulfato de amonia e, utilizando diferentes fontes de carbono, concluiu que,
0s monossacarideos, na maioria das vezes, sdo mais eficientemente metabolizados
do que os dissacarideos. A glucose e o manitol foram melhor metabolizados e
determinaram uma grande multiplicagdo celular - a sacarose rendeu mais micélio do
gue a maltose e lactose, nas avaliagbes com concentracdes equivalentes de
carbono.

Pradella et al. (1990), partindo do meio de cultura MMN completo estudaram
as influéncias de vérias fontes de nitrogénio: NH4sNO;, (NH4)HPO, peptona e
glutamato de sédio, na velocidade de crescimento micelial do fungo ectomicorriza
Pisolithus tinctorius. Estes autores observaram que a adi¢céo de extrato de levedura,
glutamato de sédio e peptona ao meio de cultura MMN, provocavam um aumento na
velocidade de crescimento celular do fungo.

Molina e Palmer (1982), discutindo as condi¢gbes de cultivo dos fungos
ectomicorrizicos destacam que os macronutrientes como o fésforo, potassio, enxofre
e magnésio devem ser adicionados aos meios minimos e de composicdo definida;
bem como o cobre, ferro, calcio, manganés, molibdénio e zinco, em pequenas
quantidades, ja que o crescimento de quase todos os fungos estudados os exigem.

Thompson e Medve (1984) investigaram a tolerancia de quatro fungos
ectomicorrizas - Cenococcum graniforme, Pisofithus tinctorius, Suillus luteus e

Thelephora terrestris, as concentragbes de sulfato de aluminio e sulfato de



manganés, variando de 0 a 500 pug/mL, no meio MMN a pH 3,4. O fungo Thelephora
terrestris foi intolerante ao aluminio a 450 ppm e os demais mostraram algum
crescimento em diferentes concentragées de aluminio. A 500 ppm todos os quatro
fungos mostraram menos de 65% de crescimento comparado ao controle. O sulfato
de manganés foi o menos fungitdxico.

Marx et al. (1970) estudando os fungos ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius e
Thelephora terrestris, observaram a influéncia significativa da temperatura no grau
de desenvolvimento desses fungos. Comparando as massas miceliais dos fungo
isolados do meio MMN liquido, observaram que os isolados 29 e 49 do Pisolithus
tinctorius tiveram desenvolvimento melhor a 29° C. Os isolados 1 e 3838 de
Thelephora terrestris cresceram igualmente em meio liquido e sélido nas
temperatura entre 14° C a 26° C, com uma temperatura superior limite de 34° C.

Cline et al. (1987) estudando a temperatura étima para o crescimento em
cultura pura de diferentes isolados de fungo, observaram que o Pisolithus tinctorius
apresentava alto crescimento em diferentes temperaturas, com um crescimento
otimo para todos os isolados ocorrendo entre 21° C e 32° C. Dependendo do
isolado examinado, a temperatura maxima para o crescimento de Cenococcum
geophilum, variou entre 16° C e 27° C. e para o Suillus granulatus oscilou entre 21°
C a 32° C. Diferentes linhagens de Thelephora terrestris, tiveram comportamentos
distintos. O isolado Tt 227 exibiu um baixo crescimento a temperatura de 27° C, o
Tt 201 alto crescimento e o Tt 142 crescimento intermediario.

O fato dos fungos ectomicorrizicos até agora estudados apresentarem

respostas distintas face a diferentes variaveis, faz com que seja importante um



aprofundamento nas pesquisas da fisiologia desses fungos.

1.2 PROTEASES

Por um longo periodo, a protedlise foi vista apenas como um mecanismo no
controle do metabolismo celular, pelo fato que era dificil de se imaginar que os
constituintes macromoleculares celulares vitais, 0s quais sdo sintetizados as custas
de muita energia, fossem destruidos juntos com as células. Atualmente sabe-se qgue
as proteases sdo essenciais a regulacdo intracelular. Essas enzimas tém sido
associadas a varios processos, entre os quais (Wolf, 1982):

a) degradacao de peptideos exdégenos visando a obtencdo de aminoacidos

para nutricao;

b) inativacédo especifica ou modificacdo de proteinas biologicamente ativas;

C) renovacéo continua para regulacdo dos niveis de proteinas;

d) eliminagao seletiva de proteinas danificadas ou anormais;

e) degradacgao de proteinas celulares indesejaveis para suprir aminoacidos e

energia durante a desnutricdo e a diferenciagéo;

f) maturacéo de proteinas:

- remocgao de N-formilmetionina ou metionina da proteina recentemente
sintetizada;

- remogé&o de uma extensao peptidica da proteina;

- clivagem dos produtos de traducdo do mRNA monocistronico para

varios polipeptideos distintos;



- conversdo de proteinas inativas (zimogénios) a seus produtos
biologicamente ativos.

O termo protease é usado amplamente para todas as enzimas que clivam
ligacbes peptidicas (EC 3.4). As proteases podem ser subdivididas em
exopeptidases (EC 3.4.11-19) e endopeptidases (EC 3.4.21-24). As exopeptidases
atuam sobre ligacbes peptidicas amino ou carboxi terminal, ao passo que as
endopeptidases clivam ligacdes peptidicas internas nos peptideos. Proteinases, é
um termo usado somente para as endopeptidases e s&o classificadas de acordo
com a presenca do residuo catalitico essencial em seu sitio ativo (Khan e
Roufogalis, 1994).

Quatro distintas classes de proteinases s&o conhecidas: a) serinas
proteinases (EC 3.4.21) - caracterizadas pela presenca de residuo de serina no seu
centro ativo, o qual é o sitio de ligagdo do substrato; b) cisteinas proteinases (EC
3.4.22) - com um residuo essencial de cisteina responsavel pela ligacdo ao
substrato; c¢) proteinases asparticas (EC 3.4.23) - contendo um ou dois residuos
de asparticos no seu centro ativo participando na catalise; d) metaloproteinases
(EC 3. 4. 24) - contendo ions metais, usualmente o zinco, em seu sitio ativo (North,
1982; Khan e Roufogalis, 1994).

Nos fungos, a maioria das proteases s&o extracelulares. Em algumas
espécies somente um tipo foi detectado, em muitas outras espécies duas proteases
ou até trés foram encontradas, com a prevaléncia de aspartico e serinas proteases,

expressas em condi¢gbes diferentes de crescimento para cada tipo (North, 1982).



1.2.1. Serinas e cisteinas proteinases

As serinas proteases sdo inibidas por fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) e
diisopropilfluorfosfato (DIFP). Muitas delas também s&o inibidas por reagentes como
p-clomercuriobenzoato, podendo refletir a proximidade de um residuo de cisteina ao
sitio ativo. Ligacbes de residuos volumosos a esta cisteina podem indiretamente
afetar a ligacdo com o substrato, como foi sugerido para a serina carboxipeptidase Y
de levedura (Bai e Hayashi, 1979). Isto no entanto, ndo significa que a cisteina
participe do mecanismo catalitico. De fato, observou-se com o uso de inibidores,
que muitas serinas proteinases de fungo ndo possuem residuos de cisteinas no
centro ativo (Mikes et al, 1969).

Relatos de ocorréncia de cisteinas proteases em fungos s&o muito escassos.
Desde que o p-cloromercuriobenzoato inibe também as serinas proteases,
demonstrar que a enzima seja uma cisteina protease, tornou-se somente possivel
com o uso de inibidores mais sensiveis, tais como o iodoacetamida e por aqueles
cuja atividade da enzima pode ser aumentada, como 0s agentes redutores:
ditiotreitol (DTT) e cisteina (North, 1982).

Groninger e Eklund, (1966), estudando a enzima proteolitica do fungo
Trichosporon sp, oObservaram a atividade contra os substratos caseina e
hemoglobina, e a falta de agdo contra soro albumina bovina e lisozima. O pH 6timo
da enzima oscilou entre 5,8 a 6,2. A inibicao ocorreu totalmente com 1 mM de pCMB
e foi levemente ativada por 10 mM de cisteina, 0,1 mM EDTA e 0,1 mM de Co™.
Com concentragdes de 10 mM de Co™ e 0,1 mM de PMSF. foi levemente inibida. O

aquecimento a 60° C por 10 minutos inativou completamente a proteinase.



A atividade de elastase do fungo dermatéfito Nannizzia fulva, ativa a pH 8,0
foi inibida por p-cloromercuriobenzoato e iodoacetamida, mas nao teve a sua
atividade aumentada por cisteina e EDTA (Ripon, 1968).

Kundu e Manna (1975) purificaram e caracterizaram proteinases
extracelulares de Aspergillus oryzae. A massa molecular estimada por gel filtracdo
para a proteinase | é cerca de 70 kDa e para a proteinase Il de 35 kDa. O pH &timo
para a hidrolise dos substratos caseina e hemoglobina foi de 6,5 a 60° C para a
proteinase | € de 10,0 a 45° C para a proteinase Il. A hidrélise da gelatina foi de 6,5
para as duas enzimas. As enzimas foram estaveis numa faixa entre pH 6,0 e
8,0 a 30° C por 60 minutos. A atividade enzimatica de ambas proteinases foram
ativadas por Cu** e inibidas por Fe*, Fe**, Hg*" e Ag®. A proteinase | foi inibida por
pCMB e iodoacetato. A proteinase 1l foi inibida por N-clorosuccinamida ¢ DFP
(diisopropil fluorfosfato). Agentes redutores ativaram a ac&o de ambas as enzimas.

Fischer e Tomson (1979) purificaram e caracterizaram 1irés serinas
proteinases de Phycomyces blakesleeanus. As massas moleculares, determinados
por eletroforese, foram respectivamente para B-CM, B-DI e B-Dll: 18 kDa, 22 kDa e
60 kDa. O pH étimo para cada isolado foi de 7,6, 7,5 e 7,0 respectivamente. Os
pontos isoelétricos ficaram em 7,6, 5,1 e 4,4. A proteinase A constituida de duas
fragbes ( B-CM e B-Dil) foi inibida em 98% por PMSF 1mM, 94% de p-CMB 5 mM e 97%
de EDTA 50 mM. A proteinase B (B-DI) foi inibida em 96% por pepstatina 1 mM.

Botton et al (1986) cultivaram o fungo Cenococcum geophilum em meio
completo tendo como fonte de nitrogénio a aménia. Apds 8 dias de cultivo, com 0s
niveis de atividade catalitica baixos, os micélios foram filtrados e transferidos para

um meio de cultura fresco contendo proteinas (gelatina, BSA e caseina) como fonte



de nitrogénio. As atividades enzimaticas, sob condi¢gdes de indug&o, apareceram em
24 a 30 horas. A secrecdo de proteases continuou linearmente por ate 10 dias. A
gelatina foi melhor indutor do que o BSA e caseina. As proteases secretadas foram
totalmente inibidas por diisopropilfluorfosfato 5 mM, o que as incluem no grupo de
serinas proteases. O maximo de atividade das proteases extracelulares foi em pH
8,2 e pH 11,0 para cada enzima.

Bidochka e Khachatourians (1987) purificaram uma serina proteinase com
massa molecular estimada por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS de 35
kDa. Esta protease secretada pela B. bassiana foi inibida em 95% por PMSF, sendo
inibida por HgCl, mas n&o por iodoacetamida, levando os autores a sugerirem que 0
grupo sulfidrilico ndo se encontra localizado no sitio ativo da enzima. A temperatura
6tima para a atividade de protedlise do fungo Beauveria bassiana ficou entre 37° C
e 42° C. Esta mesma protease foi estavel por 40 minutos a 27° C, mas foi inativada
a temperaturas mais altas. Havia aproximadamente ainda 40% de atividade apés 30
minutos a 40° C ou depois de 5 minutos a 50° C. A temperatura de 60° C a protease
foi rapidamente inativada em 5 minutos.

Bidochka e Khachatourians (1988) determinaram o pH &timo de 8,5 para
atividade proteasica de Beauveria | bassiana tendo como substrato azocoll e
observaram que a atividade diminuia para os valores de pH abaixo de 7,0 e acima
de 9,0. A protease manteve-se estavel ao pH entre os valores de 5,5 a 12,0.

Hasnain et al. (1991) purificaram e caracterizaram uma proteinase do fungo
filamentoso Thermomyces lanuginosus. A protease com massa molecular de 32 kDa
foi efetivamente inibida por Hg*" e por PMSF, resultando numa perda completa da

atividade em menos de 3 horas. Inibigdes significativas verificaram-se apds 24
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horas de incubagé&o com pCMB, pCMPSA, AMPSF e TPCK na concentragdo de 0,1
mM. Toda a atividade proteolitica da amostra da enzima “humicolin”, quando
aplicada na Con-A Sepharose, ligou-se a coluna, indicando que a enzima é
glicosilada.

A massa molecular aparente da enzima nativa carboxipeptidase 3 (CP3) de
Mucor racemosus foi estimada por gel filtracdo em 52 kDa (DiSanto et al., 1992).
Utilizando um inibidor marcado [H®] DFP, os autores observaram que o residuo do
sitio catalitico estd sobre uma pequena subunidade de carboxipeptidase. A CP3 foi
classificada como serina protease, desde que sua atividade catalitica foi bloqueada
por inibidores de serina proteases como PMSF 100 uM (72%), DFP 0,6 uM (96%) e
3-4 dicloro Socoumarin (DCI) 10 pM (96%). A enzima foi fortemente inibida por
compostos mercuriais como p-CMB 0,1 uM (96% ). A temperatura 6tima de atividade
enzimatica foi de 45° C e o pH 6timo de 6,5.

A purificagdo e caracterizacdo de uma protease, em cultivos com substrato
sélido, de Phanerochaete chrysosporium foi descrita por Datta (1992). A proteina
purificada tem uma massa molecular em torno de 40 kDa em eletroforese com SDS.
O seu ponto isoelétrico € de 5,6 e o pH 6timo de 4,0. A enzima proteolitica foi
totalmente inibida por Hg?*, acido p-hidroximercuriobenzoato e
N -bromomosuccinamida, mas foi insensivel ao PMSF, pepstatina A e EDTA. A
ligacéo da protease com concanavalina A indica que ela € uma glicoproteina. Os
dados sugerem propriedades de proteases tipo asparticas e tidis proteases.

Cole et al. (1993) purificaram e caracterizaram parcialmente 2 proteases de
Metarhizium anisopliae. Uma das proteases, com ponto isoelétrico de 5,4 e massa

molecular de 28,8 kDa, foi inibida em 100% por PMSF, sendo classificada como
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uma “classica’ tripsina acompanhando a classe das serinas proteases. A outra
protease com ponto isoelétrico de 4,6 e massa molecular de 26,7 kDa foi inibida por
acido iodoacético (46%), pCMB (78%), e DTNB (98%) e foi ativada por ditiotreitol e
2-mercaptoetanol. Como esta enzima foi inibida por reagentes tidis e sua atividade
aumentou pela presenca de agentes redutores foi classificada como cisteina
protease.

Agentes redutores DTT e cisteina inibiram a atividade proteolitica de
Rhizophydium sp. O reagente sulfidrilico pCMB também causou um decréscimo nos
niveis de atividade proteolitica. Para Krarup et al. (1994) isto significava que as
pontes de dissulfeto apresentavam efeito estabilizante sobre a enzima e a inibigao
por pCMB seria devida a quebra das pontes acompanhada pela reagao entre pCMB
e 0s residuos de cisteina.

Carmona et al. (1995) caracterizaram a proteinase extracelular do fungo
Paracoccidioides brasiliensis. A atividade de peptidase extracelular do fungo foi
maxima em pH 9,0 e foi irreversivelmente inibida por PMSF, acetato de mercurio e
p-hidroximercuriobenzoato. A inibicdo por compostos mercuriais foi parcialmente
revertido por cisteina/EDTA. O butano-trans-epoxisuccinil-L-leucilamido-(4-guanidina)
(E-64) foi um fraco e reversivel inibidor, entretanto o0 EDTA e a pepstatina nao
tiveram acdo sobre esta proteinase. Considerando que a proteinase do fungo P.
brasiliensis era homogénea os autores sugeriram que a enzima seria da

sub-familia das serinas contendo grupos SH.
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1.2.2 Proteinases asparticas

Varios fungos produzem proteinases que s&o ativas em pH acidos, e um
grande numero mostrou consistente com as propriedades das proteases asparticas.
Usando-se inibidores marcados para isolar o sitio ativo, demonstrou-se diretamente
o envolvimento de um ou dois residuos de acidos asparticos (Kovaleva et al, 1972).

As proteinases acidas ndo sdo todas inibidas pelo inibidor especifico
pepstatina ou pelo S-Pl (streptomyces pepsin inhibitor). ito e Yamasaki (1976)
relatam a existéncia de um pequeno grupo de enzimas insensiveis como proteinase
A de Aspergillus niger . Proteinases extracelulares de outros basidiomicetos também
tém sido relatadas como insensiveis ao S-Pl (Oda et al, 1981). Em geral, o inibidor
de pepsina, brometo p-bromofenacil, ndo inibe proteinases acidas de fungo.
Tsushima et al. (1994) utilizaram 2 uM de pepstatina e obtiveram uma inibigao de
100% em proteinase aspartica de Candida albicans.

Tsujita e Endo (1980) isolaram varias formas moleculares de proteases
acidas de Aspergillus oryzae que possuem as mesmas propriedades cataliticas tais
como pH 6timo, ativacdo por tripsinogénio pancreatico bovino e inativacdo por
baixas concentracdes sédio dodecil sulfonato. As massas moleculares das varias
formas de protease acida variaram entre 32 kDa a 150 kDa, em fung¢do do contetdo
de carboidratos.

Dois tipos de proteinases acidas extracelulares foram identificadas quando
Phanerochaete chrysosporium foi cultivado em meio liquido com condigbes
limitantes de nitrogénio e com variagdo na concentragdo de glucose. A atividade

que foi liberada no meio durante a fase exponencial de crescimento n&o sofreu
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alteracdo com a concentracdo de glucose. Ja a atividade liberada mais tardiamente
pareceu estar associada com a limitacdo da fonte de carbono. A suplementac&o
didria de glucose reprimiu completamente a mesma atividade proteolitica (Dosoretz
et al., 1990).

O fungo ectomicorrizico Hebeloma crustuliniforme (Zhu et al, 1994) foi
cultivado em meio MMN liquido de composicdo definida contendo diferentes
combinagdes de amodnia, glucose e soro albumina bovina (BSA) como fonte de
carbono e de nitrogénio. A producao de proteinase extracelular foi maxima em meio
contendo BSA como fonte de nitrogénio. Os niveis de enzima n&o foram afetados
pela variagdo da concentragdo da glucose, mas foram reprimidas por altas
concentragbes de amodnia. O pH 6timo para a produgéo de proteinase ficou na faixa
de 4,0 e 5,0. No pH 3,0 o fungo produziu 10% a menos de massa micelial do que no
pH 5,0, embora a producdo de proteinase por mg de peso seco ndo tenha sido
afetada. A produg¢do de protease é dependente do pH, sendo maxima a pH 3,0,
correspondente ao pH 6timo da enzima e dentro da faixa de pH em que ela é
estavel.

Singh (1994) estudando a producdo de proteases acidas do género
Aspergillus descreveu uma atividade proteolitica de Aspergillus niger 2078 com pH
otimo de 4,0. Esta protease acida tem sua atividade maxima a 60° C, conservando
60% da atividade a 80° C. A protease acida de Penicillum expansum foi estavel
somente a 45° C, entretanto as enzimas de Aspergillus oryzae e as de Aspergillus
cladies perderam suas atividades em temperaturas superiores a 40° C. Foi
determinado o pH &6timo para a atividade proteasica acida dos seguintes fungos:

Aspergillus saitoi. 3,0 a 4,5, Aspergillus oryzae: 3,0 a 4,0, Paecilomyces varioiti. 3,5 a
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5.5, Mucor pusillus :3,5 a 4,5 e Rhizopus oligosporus: 3,3 (Farley, 1992).

Wadekar et al. (1995) observaram que as atividades proteoliticas dos fungos
Serpula lacryman e Coriolus versicolor apresentavam o pH 6timo de 5,6. Usando
azocaseina como substrato foram identificadas no fungo Serpula lacrymans trés
enzimas proteoliticas intracelulares, com S; de 65 kDa, S, de 47 kDa, S; de 43
kDa e uma extracelular S4 de 30 kDa. O extrato micelial do fungo Coriolus
versicolus apresentou apenas uma banda maior de atividade proteolitica com
massa molecular aparente entre 62 a 64 kDa . Ja& a enzima extracelular do mesmo
fungo apresentou um padrdo complexo com 5 bandas cujas massas variavam de 50
kDaa 100 kDa. As enzimas extracelulares pelas suas caracteristicas foram incluidas
em proteinases acidas.

A protease acida do fungo Phycomyces blakesleeanus foi purificada e
caracterizada por De Vicente et al (1996). A massa molecular da enzima nativa foi
estimada por gel filtragdo como sendo de 40 kDa. A natureza de glicoproteina para
a protease acida foi confirmada pela sua ligagdo a coluna de concanavalina A
Sepharose 4B. O ponto isoelétrico da protease foi estimado em 4,2 e pH étimo de
2,5 e temperatura 6tima de 70° C, usando a hemoglobina como substrato. A
atividade enzimatica foi fortemente inibida por pesptatina A, um inibidor universal de
proteases asparticas. Os dados da analise realizada indicam existéncia de inibigéo

competitiva. O valor de Km calculado foi de 8,8 + 1,1 uM.
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1.2.3 Metaloproteinases

Metaloproteinases sdo enzimas ativas em pH em tormo da neutralidade e
possuem ions metais, usualmente o zinco, em seu sitio ativo, sendo responsaveis
pela polarizacdo da ligacéo peptidica a ser clivada (North, 1982; Khan e Roufogalis,
1994).

Proteinases | neutra de Aspergilfus oryzae possui massa molecular entre 41
kDa e um pH 6timo em torno de 7,0 e a faixa de estabilidade pH entre 5,5 a 12.
A enzima foi inibida em 100% por EDTA 0,01M mas nao foi inibida por DFP
(diisopropilfosforofiuoreto) 0,01M ( Nakadai et al., 1973).

A proteinase Il de Aspergillus oryzae tem uma massa molecular de cerca de
19.300 dalton estimado pelo método de gel filtragdo. A enzima tem um pH 6timo de
5,5 a 6,0 em tampéao acetato e fosfato de sédio. Apds incubacéo por 10 minutos a
90° C havia ainda 70% de atividade enzimatica. Cerca de 70% da atividade
enzimatica foi inibida por EDTA 0,01 M a pH 6,0 (Nakadai et al., 1973).

Os pontos isoelétricos das proteinases | e Il de Aspergillus sojae sé&o
respectivamente 4,7 e 4,2, com massas moleculares de 42,2 e 16,8 kDa
(Sekine, 1973).

Gripon et al. (1980) sugerem que enzimas de Peniclifium caseicolum,
Penicillium roqueforti e a proteinase Il neutra de Aspergillus oryzae e Aspergillus
sojae recebam o nome de metaloproteinases acidas, por representarem uma classe
distinta, com um pH étimo baixo (5,0 a 6,0), massas moleculares de 19 a 20 kDa e
por terem uma especificidade diferente em relacdo a oxidagdo da cadeia B da

insulina, comparada a termolisina metaloproteinase neutra.
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Markaryan et al. (1994), na caracterizagdo da metaloproteinase do fungo
Aspergillus fumigatus observaram a influéncia da temperatura entre 30° C a 85° C. A
atividade 6tima com o substrato azocaseina foi obtida a 60° C. A termoestabilidade
da metaloproteinase foi medida a 60° C. A enzima perdeu cerca de 50% de
atividade durante a incubagédo a 60° C por 1 hora.

A enzima proteolitica do fungo Rhizophydium sphaerotheca foi severamente
inibida na presenca de EGTA no substrato. A adicdo de um excesso de ca*
restaurou quase toda a atividade enzimatica, sugerindo que pelo menos uma das
proteases do complexo proteolitico de R. sphaerotheca é uma metaloprotease
estabilizada pelo Ca** (Krarup et al, 1994).

A literatura mostra que a caracterizacéo da atividade proteolitica pelo uso de
inibidores s6 é pertinente quando as proteinas sdo homogéneas e neste caso ainda
tem sido verificado que a atividade catalitica pode depender de mais de um grupo

reativo.

1.3 REGULACAO DAS PROTEASES

A atividade de protease, quando Aspergifllus oryzae NRRL2160 foi cultivado
em meio liguido contendo 1% de glucose, apareceu apbs varios dias de crescimento
e quando o organismo havia atingido a fase estacionaria de crescimento. Observou-
se que a idade celular ndo foi o fator para a produgéo da enzima. Assim, quando as
células jovens foram transferidas para um meio de cultivo que ja havia servido como
substrato para crescimento do fungo por 6 dias, a enzima foi imediatamente

detectada no meio de cultivo, sugerindo que a composicdo do meio, o qual
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presumivelmente foi alterado em funcdo do crescimento, seja o maior fator na
regulacdo do aparecimento extracelular da enzima. Os niveis de protease
aumentaram somente depois que a concentracédo de glucose havia sido depletada.
Isto demonstra que a concentracdo da fonte de carbono foi um fator importante na
regulagdo do aparecimento da enzima no meio de cultivo (Klapper et al., 1973).

Embora certos compostos, particularmente aménia, glutamato e glutamina
sejam fontes favoraveis de nitrogénio, os fungos s&o capazes de utilizar diversas
fontes secundarias, incluindo nitrato, nitrito, purinas e proteinas. O uso destas
fontes de nitrogénio secundarias invariavelmente requerem a sintese de enzimas
catabdlicas ou em alguns casos a ativagdo de enzimas previamente existentes. A
sintese “de novo” de muitas enzimas requerem que duas condigdes sejam
satisfeitas (Marzluf, 1981):

a) suspensédo da repressao catabdlica do carbono e nitrogénio;

b) indugao especifica das enzimas por substratos ou por intermediarios da via

catabdlica envolvida.

Para Marzluf (1981) isto significa que existem sinais genéticos e metabdlicos
que sdo responsaveis pelos passos separados de repressdo e inducgdo da
regulagéo do metabolismo do carbono e nitrogénio.

A regulacdo da expressdo de protease em Neurospora crassa foi
extensivamente estudada. Os estudos revelaram a presenga de um sistema
complexo, com um circuito regulatério multiplo envolvendo gens regulatérios do
metabolismo de carbono, nitrogénio e enxofre (Hanson e Marzluf, 1975).

Os niveis de proteinases dos fungos respondem as mudangas em nutrientes

do meio, e tém sido notadas a inducdo e “desrepressdo” de proteinases
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extracelulares. A producdo de enzimas extracelulares ocorre sob condigbes de
limitacdes de nitrogénio, carbono e enxofre (North, 1982).

Segundo Bidochka e Khachatourians (1988), a sintese de protease pode
estar reprimida se a glucose, ambdnia e o enxofre estiverem presentes, e seréo
sintetizadas e liberadas quando o meio de cultivo estiver deficiente em alguns
destes componentes. Em Lagenidium giganteum (Dean e Domns, 1983) e
Aspergilfus oryzae (Kiapper et al., 1973) a producio de proteases estava reprimida
na presenca de glucose. A protease extracelular de Beauveria bassiana encontra-se
igualmente sujeita a esta regulacédo (Bidochka e Khachatourians, 1988).

A protease extracelular de Aspergillus nidulans é regulada por mecanismo
coordenado de inducé&o e repressao/ “desrepressdo” na presenca de glucose,
amdnia ou enxofre e é “desreprimida” na auséncia de um destes constituintes
(Cohen, 1972).

Em algumas espécies de fungos as proteinases néo estdo sO sujeitas a
repress&o, mas podem ser induzidas por proteinas extracelulares (North, 1982).

Cohen et al. (1975) adicionaram soro albumina bovina no cultivo de N. crassa
e observaram que as 2 proteases do fungo parecem ser coordenadamente
reguladas por um simples sistema de induc&o e repressdo no qual o sucesso da
indugao por proteinas exdgenas depende da repressao por metabdlito do carbono,
do nitrogénio e do enxofre.

Bidochka e Khachatourians (1988), cultivaram o fungo B. bassiana em
presenca de gelatina e glucose e a producdo de protease foi inibida nestas
condi¢bes de cultivo. Assim sugerem que a producdo de protease quando reportada

por miligrama de proteina micelial € parcialmente regulada por glucose. Contudo ao
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adicionar nitrato de amédnia nas culturas contendo gelatina e glucose, a secrecdo de
protease foi inibida, considerando a atividade da enzima reportada, agora por
miligrama de peso micelial seco. Para esses autores os resultados sugerem que a
producéo de proteases é regulada por sistema complexo tipo da Neurospora crassa.

Ahman (1996), por analise de “Northern blots” demonstrou que a Pll, uma
serina protease extracelular do fungo Arthrobotrys oligospora que infecta
nematddios, foi expressa quando o fungo cresceu em meio deficiente de nitrogénio
e carbono e que a expressao foi significativamente estimulada pela adi¢do no meio
de varias proteinas solluveis e insolUveis, incluindo fragmentos de cuticula de
nematddio. Os niveis de mRNA, bem como da atividade proteolitica de Pll foram
reprimida na presenca de glucose e formas facilmente metabolizadas de nitrogénio,
incluindo amdnia, nitrato e aminoacidos.

Mester et al (1996), estudando a regulag&o de peroxidases extracelulares do
fungo Bjerkandera sp, observaram que a protease extracelular formava-se na fase
inicial de crescimento e a produg&o maxima ocorria em 150 horas, com os niveis de
glucose em torno de 50 % e o meio suplementado com 19,8 mM de peptona como
fonte de nitrogénio. Apés esse tempo a atividade proteolitica decrescia e no tempo
de 300 horas de crescimento surgia uma segunda atividade quando a glucose ja
estava depletada. Os resultados indicam que a secregdo de protease durante a
metabolismo primario por Bjerkandera sp é constitutivo; contudo quando as fontes
de nitrogénio organico e inorganico estdo presentes, o fungo preferencialmente
assimila o nitrogénio organico.

Embora proteinases tenham sido estudadas em inumeros fungos, s&o pouco

conhecidas as enzimas produzidas pelos fungos ectomicorrizicos. Ha algumas
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evidéncias de que varios fungos ectomicorrizicos (Hutchison, 1990) apresentam
atividade proteolitica sob indugdo com proteinas. A liquefacdo da gelatina foi
observada por Hutchison quando estudava a classificacdo de micorrizas. Entre os
fungos que apresentavam atividade estdo: Thelephora terrestris, Piloderma bicolor,
Rozites caperata, Tricholoma resplendens e Boletus ornatipes. Espécies de Amanita
exibiram atividade de gelatinase, mas a intensidade da reac&o variou entre as
especies.

Portanto, o fungo ectomicorrizico Thelephora terrestris produziria proteases

extracelulares em condicdes de indugéo.



2 OBJETIVOS

a) caracterizar a atividade proteolitica extracelular de Thelephora
terrestris;
b) analisar os efeitos de diferentes condicdes de cultivo sobre 0s

niveis de atividade enzimatica de Thelephora terrestris;



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMO

A amostra de Thelephora terrestris TT 223 usada foi gentilmente fornecida

pelo Prof. Dr. Daison Silva da Universidade Federal de Vigosa.

3.2 MATERIAIS

Azocoll, azocaseina, azoalbumina, soro albumina bovina, glucose oxidase e
peroxidase, PMSF, pCMB, E-64, pepstatina, iodoacetamida (Sigma), gel para

eletroforese (Pharmacia), gelatina (Oxoid).

3.3 MEIOS DE CULTURA

Meio liquido MMN (Modifield Melin-Norkrans), composto de
CaClx(0,05 g), NaCl (0,025 g), KH,PO, (0,5 g), MgS0,.7H,0 (0,15 g), Tiamina/HClI
(25 ug), FeClh 1% (1,2 mL), H,O destilada g.s.p. 1000 mL. Quantidade de
(NH4).HPO, e glucose variaram de acordo com o experimento. Para tornar o meio
solido foram acrescidos agar-agar (15 g) e Extrato de Malte (3,0 g), pH final 5,6 e
autoclavado a uma atmosfera de press&o durante 30 minutos.

As solugdes de glucose e FeCl, foram esterilizados separadamente em vapor
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fluente por 30 minutos e adicionados de modo asséptico ac meio.

As concentracdes da fonte de carbono 27,75 mM e de amobnia 3,4 mM foram
selecionadas baseando-se na produgdo da massa micelial e na produgdo de
enzimas.

A cultura estoque de Thelephora terrestris foi mantida em meio sélido e
repicada bimensalmente. Os pré-indculos foram obtidos por transferéncia dos
micélios do meio sélido ao meio liquido MMN e cultivados durante 7 dias. O in6culo
foi obtido a partir do pré-inéculo e padronizado através da relagdo entre densidade

6tica (DO) e peso seco.

3.4 CURVA DE PADRONIZACAO DE INOCULO

O meio cultivado durante 7 dias foi homogeneizado trés vezes em
liquidificador por 10 segundos. Diferentes diluicbes do material foram feitas e as
absorbancias foram medidas em espectrofotébmetro a 660 nm. Diferentes diluicées
filtradas em papéis de filtros previamente pesados e colocados em estufa a 60° C
durante 5 dias, foram utilizadas para a determinagéo do peso seco. De 3 ensaios foi

obtido uma média representada na curva da figura 1.
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FIGURA 1: CURVA DE PADRONIZACAO DE INOCULO DE Thelephora terrestris

A curva representa a média de trés ensaios conforme descrito em materiais e

métodos 3.4.
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3.5 CURVA DE CRESCIMENTO DE Thelephora terrestris

O fungo Thelephora terrestris foi cultivado durante 120 horas em meio liquido
MMN em agitador rotatério (New Brunswick Scientific Co.) a 120 rpom a 28° C e a
cada 12 horas 2 frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio eram retirados e
filtrados em papel de filtro previamente pesados e levados a uma estufa a 60° C
durante 5 dias. Apés esse periodo foram novamente pesados e determinados desta

forma os pesos secos das amostras.

3.6 CULTIVO COM E SEM AGITACAO

Foram inoculados 14,6 mg de Thelephora terrestris em 50 mL de meio liquido
MMN em Erlenmeyer de 250 mL contendo: 27,75 mM de giucose e 3,4 mM de
fosfato de amonio e cultivados durante 97 horas a 28° C, no escuro, sem € com
agitacdo (New Brunswick Scientific Co.) a 120 rpm. Apds esse tempo foram filtrados
em papel de filtro previamente pesado e o filtrado obtido utilizados para as analises
de atividade proteolitica, glucose e amdnia residuais e proteina. A massa micelial foi
levada para secar na estufa a 60° C durante 5 dias e determinado o peso seco. Os
cultivos foram feitas em ftriplicatas e o resultado foi considerado como a média dos

dados.
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3.7 EFEITO DA CONCENTRACAO DE GLUCOSE E FOSFATO DE AMONIO

Em 50 mL de meio liquido de MMN contendo concentracdes variaveis de
glucose e fosfato de amobnio, em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, foram
inoculados concentracdes padronizadas de in6culo de Thelephora terrestris e
cultivadas sobre agitador rotatério (New Brunswick Scientific Co.) a 120 rpm e 28°
C. A cada tempo determinado de crescimento, 2 frascos eram retirados, a massa
micelial separada por filtracdo em papel de filiro previamente pesado, levado a
estufa com 60° C durante 5 dias e determinado o peso seco. Os sobrenadantes
(filtrados) foram utilizados para as analises de glucose e amonia residual, proteina
atividade enzimatica. Apds as determinacdes os filtrados foram congelados a -18°

C. As curvas foram feitas em duplicatas.

3.8 EFEITO DA CONCENTRACAO DO SULFATO DE MAGNESIO E SULFATO DE

COBRE

Concentragbes diferentes de sulfato de magnésio de 0,01 mM a 1,4 mM e
sulfato de cobre de 1 a 10,0 mg/L foram adicionados ao meio de cultivo MMN,
contendo 27,75 mM de glucose e 3,4 mM de fosfato de ambnio. Foram inoculado
2,1 mg de peso seco de Thelephora terrestris para o cultivo com diferentes
concentragdes de sulfato de magnésio e 6,76 mg para o cultivo com diferentes
concentracdes de sulfato de cobre, em 50 mL de meio liquido e cultivados por 96
e 144 horas a 28° C sob agitacdo. Apsos esse tempo foram filtrados em papel de

filtro previamente pesado. Os filtrados foram utilizados para as andlises de atividade
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proteolitica, glucose e amonia residual e proteina. A massa micelial foi levada para
secar em uma estufa a 60° C durante 5 dias e determinado o peso seco. Os cultivos

foram feitas em duplicatas.

3.9 ENSAIO PARA GLUCOSE RESIDUAL

Foram ensaiadas 0,5 mL do meio de cultivo pelo método enzimatico da
glucose oxidase (Dahlqvist, 1961), tendo a glucose como padrdo. A absorbancia do
ensaio foi medida em 420 nm (Espectrofotdbmetro Beckman DU 7400. Todos os

ensaios foram feitos em triplicatas.

3.10 ENSAIO PARA AMONIA RESIDUAL

A amonia residual foi ensaiada pelo método do indofenol (Chaney e
Marbach, 1962) utilizando-se 0,5 mL do meio de cultivo e tendo o sulfato de amonio
como padrdo. A absorbancia do ensaio foi medida a 625 nm com o
espectrofotdbmetro Beckman DU 7400. Todos os ensaios foram realizadas em

triplicatas.

3.11 DOSAGEM DE PROTEINAS

O volume de 0,5 mL do meio de cultivo dialisado por uma noite contra a agua
a temperatura de 4° C foi liofilizado (HETO Dry GD-1-CT 110). A proteina do meio
de cultivo concentrada foi dosada pelo método de Lowry et al. (1951), tendo como
padréo soro albumina bovina. A absorbancia do ensaio foi medida a 660 nm. Todas

as analises foram feitas em triplicatas.
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3.12 DETERMINACAOQO DA ATIVIDADE DE PROTEASE EXTRACELULAR

A atividade proteolitica foi determinada usando diferentes substratos.

a. Azocaseina

Um mililitro do meio de cultivo dialisado por uma noite contra a agua a 4° C,
foi incubado a 40° C com 20 mg de azocaseina em 1 mL de tampao acetato 0,1 mM
e pH 4,8. Ao branco, foi adicionado o TCA 10% no meio de cultivo antes da adi¢ao
do substrato. A reacdo foi conduzida por 1 hora em banho-maria 40° C com
agitacéo e interrompida por adicdo de 1 mL de Acido Tricloroacético (TCA) a 10%
gelado. O ensaio foi resfriado em banho de gelo. O precipitado foi removido por
centrifugagédo, em centrifuga Eppendorf 5415C a 12000 rpm durante 6 minutos a
temperatura ambiente. Foi removido 0,5 mL do sobrenadante e misturado com
0,5 mL de uma solucdo KOH 5N recentemente preparada. O aumento da
absorbancia a 428 nm foi determinado de acordo com Abbot e Marzluf (1984). Uma
unidade de enzima foi definida como a concentragdo de enzima capaz de provocar
a mudanca na absorbancia de 1,0 em 1 hora sob as condi¢fes de ensaio

(Lilly et al., 1990).

b. Azocoll

Vinte miligramas de azocoll foi suspendido e misturado a 0,5 mL do tampé&o
acetato de sodio 0,1 M e pH 4,8; agua destilada na quantidade de 1,5 mL e 1,0 mL
do meio de cultivo dialisado foram colocados em Erlenmeyer de 25 mL. O frasco foi

incubado em banho-maria com agitador rotatério (120 rpm) por 1 hora a temperatura
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de 40° C. O conteudo foi filtrado em papel de filtro; a absorg¢éo do filtrado foi medida
a 520 nm (Espectrofometro Beckman 7400). Uma unidade de proteolitica (PU) foi
definida como a mudanca na absorbancia de 1,0 por 1 hora sob as condi¢cbes de
ensaio (Bidochka e Khachatourians, 1988).

Foram realizados controles com enzimas fervidas e as densidades Oticas
destes ensaios foram descontados da atividade contendo a enzima ativa.

Todas as determinagdes de atividade enzimatica foram feitas em triplicatas.

3.13 INDUCAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

Ao meio liquido de cultivo MMN foram adicionados gelatina a 1% , gelatina a
1% com glucose a 1% e gelatina a 1% com fosfato de amonio 8,9 mM. A 50 mL dos
meios foram adicionados 7,76 mg do in6culo de Thelephora terrestris e cultivados
durante 72 horas sob agitagdo a 28° C. O mesmo inéculo de Thelephora terrestris
foi adicionado em meio MMN sem gelatina e cultivado nas mesmas condi¢des como
controle. Ap6s esse tempo, as amostras foram filiradas em papéis de filtros
previamente pesados e levados a estufa a 60° C durante 5 dias para determinagéo
do peso seco. A atividade proteolitica, e os teores de glucose e amdnia residuais e
proteina foram determinados no meio de cultivo filtrado. Os cultivos foram feitas em
duplicata.

Os ensaios de caracterizagdo da atividade proteolitica de Thelephora
terrestris foram todas feitos em cultivos induzidos com gelatina a 1% em presenca

de glucose a 1%.



3.14 ENSAIO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE SUBSTRATOS

Os substratos coloridos testados foram azocoll, azocaseina e azoalbumina.
Diferentes concentracdes (2 a 20 mg) destes substratos foram dissolvidos em
tamp&o acetato de sodio 0,1 M e pH 4,8, ensaiados com 1 mL de meio de cultivo
dialisado e incubados por 1 e 4 horas a 40° C. Apds esses tempos foram
adicionados 1 mL de TCA 10% gelado ao ensaio e mantido os tubos em banho de
gelo. Foram em seguida transferidos ao tubo Eppendorf e centrifugados
por 6 minutos em centrifuga Eppendorf e aos sobrenadantes azocaseina e
azoalbumina foram adicionados 1 mL de KOH 5N. A absorbancia foi lida em
espectrofotdmetro a 428 nm para azocaseina e azoalbumina e 520 nm para o

azocoll.

3.15 EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO

Um mililitro do meio de cuitivo dialisado foi incubado com concentragcdes
variaveis de azocaseina (1 a 30 mg) em 1 ml de tampé&o acetado de sodio 0,1M e
pH 4,8 a 40° C por diferentes tempos: 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas. ApOs esses
tempos foram adicionados 1 mL de TCA 10% gelado e mantido o ensaio em banho
de gelo. O precipitado foi removido por centrifugacdo em aparelho Eppendorf a
12000 rpm por 6 minutos a temperatura ambiente. Foi removido 0,5 mL do
sobrenadante e misturado com 0,5 mL de KOH 5N. A absorbancia foi medida em
428 nm. Os valores utilizados na determinacdo do Km aparente correspondiam as
tangentes das curvas de tempo de cada concentragdo. Os parametros cinéticos de

Km para o substrato azocaseina foram estimados com a equacdo de Michaelis-
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3.16 EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE E A ESTABILIDADE DAS PROTEASES

EXTRACELULARES

a. Em um mililitro do meio de cultivo dialisado foi adicionado: tampao
acetato de sddio 0,1 M, variando o pH da mistura entre pH 4,0 a 6,0; tampé&o citrato
de sddio 0,05 M entre pH 3,2 a pH 5,8; tampao fosfato de sédio 0,1 M entre pH 6,0 a
pH 8,0; tampéao glicina/NaOH 0,1 M entre pH 8,0 a 10,6; e tampé&o glicina/HCI entre
pH 2,2 a pH 3,2. Em seguida foram incubados com 20 mg de azocaseina durante 1
hora a temperatura de 40° C sob agitacdo. Os demais procedimentos foram os

mesmos descritos no item 3.12.a.

b. A estabilidade da atividade proteolitica a diferentes pH fol determinada
adicionando-se a 1 mL do meio de cultivo dialisado (pH de 4,8), um mL de
diferentes tampdes nas concentragdes indicadas, ajustando-se o pH das misturas
para as faixas de pH 3,0 a 9,5 com NaOH ou HCL em potencidmetrc. Foram
deixados por 24 horas a 4° C nos diferentes pH. Apés esse periodo os pH foram
ajustados ao pH 4,8 para a medida da atividade enzimatica conforme descrito em
materiais e métodos 3.12.a. O pH foi medido em potencidmetro da Micronal pHmetro

B374.
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3.17 TEMPERATURA OTIMA E ESTABILIDADE TERMICA

a. O ensaio para a temperatura 6tima foi feito incubando-se meio de
cultivo dialisado em tamp&o acetato de sédio 0,1 M, pH 4,8 e 20 mg do substrato
azocaseina em diferentes temperaturas (de 20° C a 70° C) por 1 hora e determinada

a atividade enzimatica conforme descrito no item 3.12.a.

b. A estabilidade da atividade proteolitica frente a temperatura foi
determinada, incubando o meio de cultivo dialisado em varias temperaturas por
diferentes tempos. Apds este procedimento o meio de cultivo foi resfriado e a

atividade enzimatica medida conforme especificado no item 3.12.a.

3.18 INIBIDORES DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

O efeito de inibidores sobre a atividade proteasica foi determinada
incubando-se as amostras em diferentes inibidores com concentragdes previamente
determinadas, a temperatura ambiente por 1 hora antes do ensaio. O controle da
amostra continha um volume de agua equivalente e foi pré-incubada nas mesmas
condigdes. ApOs esse tempo as amostras foram ensaiadas conforme o descrito no
item 3.12.a. Todos os ensaios foram feitos em triplicatas.

As solugcbdes estoques de EDTA, EGTA, lodoacetamida,
p - Cloromercuriobenzoato e o E-64 foram preparadas em agua. Os inibidores

pepstatina e PMSF foram dissolvidas em etanol.



3.19 ENSAIO PARA REVERSAOQ DE INIBICAO

Para reverter a acdo dos inibidores do grupo SH e o guelante de metais
EDTA, um mL do meio de cultivo foi incubada com os respectivos inibidores por 1
hora a temperatura ambiente. Apds esse periodo foram adicionadas 50 mM de
cisteina/HCI| e B-mercaptoetanol para reverter o processo de inibicdo dos grupos
SH. Ja para reversdo de inibigdo por EDTA, foram adicionados 0,15 mL das
solugdes de Ca™, Mg, Na* na concentragdo de 1M e 0,30 mL de Zn™* 0,5Me 0,35
mL de tampéo acetato de sodio 0,1 M e pH 4,8. ApGs esses procedimentos, foram
incubados por 4 hora a temperatura ambiente e ensaiadas conforme o descrito no

item 3.12.a.

3.20 ENSAIO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE CISTEINA/HCI

Um mililitro do meio de cultivo dialisado foi incubado com concentragbes de
0,10 a 1,00 mM de cisteina/HCI durante 15 minutos. Apos esse tempo a atividade

enzimatica foi ensaiada conforme descrito no item 3.12.a.

3.21 ENSAIO COM CATIONS PARA A ATIVACAO DA ENZIMA PROTEASICA

Solugbes de 1 mM com os seguintes cations: CaCl;, MgCl,, MnS0,, ZnSQOq,
COCl; e NaCl foram preparadas com agua MiliQ para o ensaio de ativacdo da
enzima por cations. A 1 mL do meio de cultivo previamente dialisado foram

adicionados 0,15 mL de cada ion 1mM (concentragéo final de 0,1 mM), 0,35 mL de



tamp&o acetato de sddio 0,1 M e pH 4,8 e incubou-se por 15 min & temperatura
ambiente. Apds esse periodo a atividade enzimética foi ensaiada adicionando-se 20
mg substrato azocaseina dissolvida em tampé&o acetato de sédio para um volume
final de 2,0 mL, conforme descrito no item 3.12.a. Um ensaio sem 0s ions e outro

com enzimas fervidas foram feitos como controle para cada procedimento.

3.22 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS E NATIVO

As eletroforeses em gel de poliacrilamida SDS foram feitas no aparelho
Phastsystem (Pharmacia LKB Biotecnology). Os padrdes de altas massas
moleculares (Sigma) utilizados foram: miosina de musculo de coelho (205 kDaj;
B-galactosidase de E. coli (116 kDa); fosforilase B de musculo de coelho (97 kDa);
frutose-6-fosfato de musculo de coelho (84 kDa); soro albumina bovina (66 kDa);
desidrogenase glutamica de figado bovino (55 kDa); ovo albumina (45 kDa) e
gliceraldeido de musculo de coelho (36 kDa). Os padrbes de baixas massas
moleculares foram: soro albumina bovina (66 kDa); ovo albumina (45 kDa),
gliceraldeido-3-fosfato (36 kDa); anidrase carbbnica de eritrocitos (29 kDa);
tripsinogénio de pancreas bovino (24 kDa); tripsina (20 kDa) e aprotinin (6,5 kDa).

As amostras, contendo 2 pg de proteinas, foram liofilizadas e receberam 4 ul
do tampéao Tris HCI pH 6,8 contendo glicerol 10% (v/v), SDS 10%, B-mercaptoetanol
e azul de bromofenol 0,05%. As amostras com tampao foram fervidas durante 5
minutos e 4 ul foram aplicados sobre o gel gradiente de 4-15 % e analisadas no
Phastsystem nas condigbes especificadas no catalogo do apareiho. Feito isto o gel

foi corado com nitrato de prata pelo método optimizado para SDS-PAGE,



programado no método descrito no catadlogo do aparelho Phastsystem da
Pharmacia.

A andlise da atividade proteasica em condicdes nédo desnaturante foi
realizada num gel de poliacrilamida a 7,5% contendo 0,5% de gelatina em cuba
vertical em aparelho Bio Rad Mini Protean II. As amostras foram liofilizadas
(liofilizador HETO) e misturadas em partes iguais com o tamp&o 0,025 M de Tris e
0,192 M de glicina pH 8,3 contendo 10% (v/v) de glicerol, 0,005% de azul de
bromofenol e aplicadas no gel e analisado com tampé&o de corrida 0,025 M de Tris e
0,192 M de glicina pH 8,3, numa corrente constante de 10 mA (100V) a 4° C, por 2
horas e 45 minutos. Em seguida o gel foi incubado por 5 horas em tampéo acetato
de sédio 0,2 M e pH 4,8 a uma temperatura de 40° C, para a digestado da gelatina
pela protease. Apds esse tempo o gel foi corado com 0,1% de Coomassie Blue em
40% (vlv) de metanol e 10% (v/v) acido acético, por uma noite e descorado com

metanol, acido acético e agua (3:1:6).

3.23 CROMATOGRAFIA EM CM-CELULOSE

Ao meio de cuitivo foram adicionados etileno glicol na concentrac&o final
de 5% e concentrado 30 vezes sob nitrogénio, em célula de Amicon com uma
membrana PM 30. Apds este procedimento, a amostra concentrada foi dialisada
contra tampé&o acetato de sédio 0,1 M e pH 4,8 por uma noite a 4° C.

Foi passada 1,8 mL da amostra dialisada numa coluna de 2/15 cm de CM-
celulose equilibrada com tampéao acetato de sédio 0,1 M e pH 4,8 contendo etileno

glicol a 5%. A coluna foi eluida com um volume de tampé&o acetato de sédio 0,1 M e



pH 4,8 até a absorbancia a 280 nm ser zero e foi novamente eluida com NaCl 1 M
no mesmo tamp&o. O fluxo da coluna foi de 2 mL min"'. Os picos de proteinas
monitorados a 280 nm foram concentrados por ultrafiltragéo, ensaiados para
atividade enzimética e analisados em eletroforese nativa e em SDS. A amostra
eluida com 1,0 M de NaCl foi dialisada por uma noite com tamp&o acetato de sodio

0,025 M e pH 4,8 e etileno glicol a 5% antes dos ensaios de atividade e eletroforese.



4 RESULTADOS

4.1 CURVA DE CRESCIMENTOQO DE Thelephora terrestris

Nas condigbes de 27,75 mM de glucose e 3,4 mM de fosfato de amonio no
meio de cultivo MMN, o fungo entrou em crescimento estacionario a partir de 48
horas, mantendo os mesmos niveis até 120 horas, como demonstram os dados da

figura 2.

4.2 ATIVIDADE PROTEOLITICA FRENTE A DIFERENTES SUBSTRATOS EM

DIFERENTES CONCENTRACOES

Os dados da tabela 1 mostram que o substrato azocaseina nas condigbes de
ensaio € hidrolizado preferencialmente pela atividade proteolitica extracelular de
Thelephora terrestris. A azoalbumina também é degradada, sendo no entanto de
acdo mais lenta e o azocoll, um derivado desnaturado do colageno, nao é

facilmente digerido por esta enzima, nestas mesmas condic¢des.
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FIGURA 2: CURVA DE CRESCIMENTO DE Thelephora terrestris

In6culos de 7,0 mg de Thelephora terrestris foram acrescentados em 50 mL de meio
MMN contendo 27,75 mM de glucose e 3.4 mM de fosfato de amodnio em
Erlenmeyer de 250 mL e cultivados por 120 horas sob agitagdo a 120 rpma 28° C.

A curva representa a média de dois ensaios conforme descrito em materiais e
métodos 3.5.
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TABELA 1: ATIVIDADE PROTEOLITICA DA Thelephora terrestris COM )
DIFERENTES SUBSTRATOS EM DIFERENTES CONCENTRACOES

1 hora 4 horas

2mg 5Smg 10mg 20mg§2mg 5mg 10mg 20mg

Azocaseina 0,218 0413 0725 0895 0,328 0,511 1,034 1579
(U/mL) '

Azoglbumira 0,015 0,027 0,068 0,111 i 0,027 0,075 0209 0,413
(UimL) ’

Azocoll - - 0016 0023 - . 0045 0033
(UfmL)

Diferentes concentragcdes de substratos foram ensaiadas em tamp&o acetato de
sodio 0,1 M pH 4,8 pelo tempo de 1 hora e 4 horas a 40° C. A produgéo de enzima
foi induzida com gelatina 1% no meio de cultura.

Concentragéo de proteinas extracelulares: 2,85 mg/mL

Os resultados representam a média dos ensaios dosados em ftriplicatas conforme

descrito em materiais € métodos 3.14.
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4.3 EFEITO DA AGITAGAO SOBRE A PRODUCAO DA PROTEASE

Os niveis das atividades proteoliticas foram nove vezes maiores no cultivo
com agitacdo e consequente aeracdo, do que sem agitacéo (tabela 2). A massa
micelial teve um aumento 3,5 vezes em relagéo a cultura sem agitagdo. A glucose e
o amonia foram praticamente consumidos no meio com aeracdo, restando 20% de
glucose e 25% de ambnia no meio sem agitacdo. Ja a produgéo de proteina foi 1,6
vezes maior em agitacado do que no meio sem agitacdo. A producéo de protease
extracelular foi de 0,70 U/mg de peso de micélio.

Considerando que nao houve secrecdo detectavel de enzima nos cultivos
estacionarios pode-se inferir que a aeracdo do meio seja fundamental para o

aparecimento da enzima extracelular.
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TABELA 2: EFEITO DA AGITAGCAO SOBRE A PRODUGAO DE ENZIMA

PROTEOLITICA PELA Thelephora terrestris

Massa Glucose

Amonia Proteina

Protease
micelial (U/mL) residual
(mg/100mL) (mM)
Com
agitacéo 135,8 0,9579 0,51
Sem
agitacao 30,63 nd 6,0

nd = ndo detectado

residual extracelular
(mM) (mg/mL)
0,011 0.0840
3.6 0.0306

b

Inéculos de 14,6 mg de Thelephora terrestris foram acrescentados em 100 mL de

meio MMN contendo 27,75 mM de glucose e 3,4 mM de fosfato de amdnio em

Erlenmeyer de 250 mL e cultivado por 97 horas com e sem agitagdo a 120 rpm a

28° C.

A massa micelial esta expressa em peso seco.

Os resultados representam a média de trés ensaios dosados em triplicatas

conforme descrito em materiais e métodos 3.6.
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4.4 EFEITO DA CONCENTRACAO DE GLUCOSE SOBRE OS NIVEIS DA
ATIVIDADE PROTEOLITICA EXTRACELULAR

A figura 3 apresenta a variacdo da massa micelial do fungo Thelephora
terrestris em diferentes concentracdes de glucose, em fungcdo do tempo de
crescimento. O fungo entrou em crescimento estacionario em 72 horas em todas as
concentracdes de glucose.

A glucose foi exaurida em 144 horas (figura 6) para as concentragbes de
19,98 mM e 27,75 mM e em 216 horas nas concentracdes de 41,60 mM e 55,50 mM
ainda havia presenca de glucose residual.

Os dados da figura 5 mostram aumento crescente da secre¢céo de proteinas
atingindo o maximo em 144 horas, em todas as concentracdes de glucose. Apos
este tempo observa-se uma queda na producdo de proteinas, mantendo-se nesses
niveis até 216 horas.

A atividade proteolitica extracelular variou em funcdo da concentracéo da
fonte de carbono (figura 4). A atividade especifica da protease variou em funcéo da
concentragéo de proteinas extracelulares, sendo maior em 168 horas. Os niveis da
atividade proteolitica extracelular independeram da exaust&o da fonte de carbono.

A atividade especifica considerando a massa micelial manteve-se na mesma

ordem de grandeza em todas as concentragdes de glucose utilizadas.
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Massa micelial (mg/50 mL)

1 | I | I I I I | |
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Tempo (horas)

Glucose —a— 1998mM —+— 27,75mM
—— 41,69mM —e— 5550 mM

FIGURA 3. CURVA DE CRESCIMENTO DE Thelephora terrestris
EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLUCOSE

Inéculos de 10,2 mg de Thelephora terrestris foram acrescentados em 50 mL de
meio MMN contendo diferentes concentragbes de glucose e 2,21 mM de fosfato de
amoénio em Erlenmeyer de 250 mL e cultivados por 216 horas sob agitacdo a
120 rpm a 28° C.

A massa micelial esta expressa em peso seco.

Os resultados representam a média de dois ensaios conforme descrito em materiais

e métodos 3.7.
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FIGURA 4: NiVEIS DE ATIVIDADE PROTEOLITICA EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE GLUCOSE

Um mL do meio de cultivo dialisado foi ensaiada com 20 mg de substrato
azocaseina em tampao acetato de sédio 0,1 M e pH 4,8 sob agitagdo por 1 hora a
40° C.

Os resultados representam a média de dois ensaios dosados em triplicata conforme
descrito em materiais e métodos 3.12.a.
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FIGURA 5: SECREGCAQ DE PROTEINAS EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE GLUCOSE

O resultado representa a média de dois ensaios dosado em triplicata conforme
descrito em materiais e métodos 3.11.
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FIGURA 6: DOSAGEM DE GLUCOSE RESIDUAL EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE GLUCOSE

O resultado representa a média de dois ensaios dosados em triplicata conforme
descrito em materiais e métodos 3.9
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4.5 EFEITO DA CONCENTRAGAO DE FOSFATO DE AMONIO SOBRE OS NIVEIS
DA ATIVIDADE PROTEOLITICA EXTRACELULAR

Os dados da figura 7 mostram que o crescimento do fungo Thelephora
terrestris foi proporcional a concentragdo de fosfato de amdnio. O fungo entrou em
crescimento estacionario apés 72 horas em todas as concentragdes de fosfato de
amonio, por exaustao da fonte de nitrogénio (figura 10). Observa-se a presenca de
amodnia novamente a partir de 120 horas de crescimento, quando os niveis de
proteina extracelular decresceram.

Na figura 08 verifica-se a proporcionalidade dos niveis de atividade
proteolitica em fun¢éo da concentracéo de ambdnia do meio. Em altas concentracdes
de nitrogénio, os niveis se mantiveram altos apds 72 horas de cultivo. Observa-se
uma maior produgao de proteases quando a relagéo carbono/nitrogénio foi de 22:1.

Os dados da figura 09 demonstram a secrec¢do de proteinas, onde se observa
uma maior produgdo em 72 horas para todas as concentra¢des de nitrogénio. Esta
produgdo coincide com o pico de produgido de protease (figura 08) e de massa
micelial (figura 7).

Em concentragdes superiores a 3,7 mM de fosfato de ambnio a atividade
proteolitica encontra-se reprimida em torno de 50% considerando a variagdo da

massa micelial (tabela 3).
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FIGURA 7: CURVA DE CRESCIMENTO DE Thelephora terrestris i
EM CONCENTRACOES VARIAVEIS DE FOSFATO DE AMONIO

Inéculo de 7,76 mg de Thelephora terrestris foram acrescentados em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio MMN com diferentes concentragdes
de fosfato de amodnio e 27,75 mM de glucose cultivados sob agitagdo a 120 rpm
por 216 horas a 28° C.

A massa micelial esta expressa em peso seco.

Os resultados representam a média de dois ensaios conforme descrito em materiais

e métodos 3.7.
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FIGURA 08: NIVEIS DE ATIVIDADE PROTEOLITICA EM CONCENTRACOES
VARIAVEIS DE FOSFATO DE AMONIO

Um mL do meio de cultivo dialisado foi ensaiado, incubando 20 mg de substrato
azocaseina em tamp&o acetato de sodio 0,1 M pH 4,8 sob agitagéo por 1 hora a
40° C.

O resultado representa a média de dois ensaios dosados em triplicata conforme
descrito em materiais e métodos 3.12.a.
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FIGURA 09: PROT’EiNA DO MEIO DE CULTURA EM CONCENTRACOES
VARIAVEIS DE FOSFATO DE AMONIO

O resultado representa a média de dois ensaio dosados em triplicata conforme
descrito em materiais e métodos 3.11.
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FIGURA 10: DOSAGEM DE AMONIA RESIDUAL EM CONCENTRAGCOES
VARIAVEIS DE FOSFATO DE AMONIO

O resultado representa a média de dois ensaios dosado em triplicata conforme

descrito em materiais e métodos 3.10.
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TABELA 3. EFEITO DA CONCENTRACAO DE FOSFATO DE AMONIO SOBRE
A ATIVIDADE PROTEOLITICA DE Thelephora terrestris

Concentracao Massa Protease Proteina Giucose Ambnia
de (NH,4), HPO4 micelial (U/mL) extracelular  residual residual
(mg/50 mL) (mg/mL) (mM) (mM)
3,7 mM 69,6 0,7219 0,0792 2,33 0,014
6,7 mM 62,75 0,2815 0,0858 3,50 0,044
8,7 mM 51,45 0,3480 0,0823 2,60 2,4
11,2 mM 67,7 0,3496 0,0867 1,22 4,3

?

Inéculo de 7,3 mg de Thelephora terrestris foi acrescentado em 50 mL de meio MMN
contendo 27,75 mM de glucose e diferentes concentragdes de fosfato de amdnio em
Erlenmeyer de 250 mL e cultivado por 72 horas sob agitagéo a 120 rpom a 28° C.

O pH final do ensaio foi em torno de 2,5.

A massa micelial esta expressa em peso seco.

Os resultados representam a média de dois ensaios dosados em triplicata.
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4.6 EFEITO DA CONCENTRAQAO DE SULFATO DE MAGNESIO E DE SULFATO
DE COBRE NOS NIVEIS DA ATIVIDADE PROTEOLITICA EXTRACELULAR

A tabela 4 mostra a producdo de protease em diferentes concentragdes de
enxofre. Nao se observa diferencas significativas quanto a produgéo de massa
micelial; 0 consumo de nitrogénio foi maior nas concentragéo menores de sulfato de
magnésio, embora na concentracdo de 0,013 mM observa-se presenca de amonia
residual. Com a variacdo de 100 vezes na concentracédo de sulfato de magnésio, a
atividade proteolitica assim como a quantidade de proteina aumentaram em 20% e
35% respectivamente.

Os dados apresentados na tabela 5 demonstram que o aumento da
concentracdo de cobre nao interfere significativamente na secregéo de proteinas. A
massa micelial obtida para todas as concentracbes foi praticamente igual. O
consumo de ambnia e glucose foram semelhantes em todas as concentragdes de
sulfato de cobre no meio. No entanto, a atividade proteolitica mostrou a tendéncia a

diminuicdo com o aumento da concentragcéo de cobre.



54

TABELA 4: EFEITO DA CONCENTRACAO DO SULFATO DE MAGNESIO NOS
NIVEIS DA PROTEASE EXTRACELULAR

Concentracéo Glucose Ambnia Protease Proteina Massa
de MgSO, residual residual (U/mL) extracelular micelial
(mM) (mM) (mM) (mg/mL) (mg/50 mL)
0,013 0,15 2,81 0,386 0,037 64,0
0,2 2,43 nd 0,378 0,038 57,7
0,4 1,86 nd 0,320 0,035 59,3
0,6 0,338 nd 0,346 0,038 66,6
0,8 nd 0,145 0,304 0,034 66,0
1,0 0,0145 0,466 0,413 0,044 61,9
1,2 0,0164 0,522 0,425 0,047 63,3
1,4 0,0164 0,594 0,460 0,050 66,1

nd = ndo detectado

Inéculo 2,1 mg de Thelephora terrestris foi acrescentado em 50 mL de meio MMN
contendo 27,75 mM de glucose e 3,4 mM de fosfato de amdnio em Erlenmeyer de
250 mL e cultivado por 144 horas sob agitagéo a 120 rpm a 28° C.

A massa micelial esta expressa em peso seco.

Os resultados representam a média de dois ensaios dosados em triplicata conforme

descrito em materiais e métodos 3.8.
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TABELA 5: EFEITO DA CONCENTRACAO DE SULFATO DE COBRE NOS
NIVEIS DA PROTEASE EXTRACELULAR

Concentracéo Massa Protease Amobnia Glucose Proteina
de CuSO, micelial (U/mL) residual residual extracelular
(mg/L) (mg/50 mL) (mM) (mM) (mg/mL)
Sem adicao 33,6 0.395 0,031 9,70 0,036
1,0 29,25 0.270 0,029 9,76 0,029
1,5 35,40 0,221 0,0247 8,19 0,030
2,0 31,80 0,209 0,0256 7,93 0,028
2,5 36,80 0,163 0,0380 7,55 0,030

Inéculo de 6,76 mg de Thelephora terrestris foi acrescentado em 50 mL de meio
MMN contendo 27,75 mM de glucose e 3,4 mM de fosfato de amdnio em Erlenmeyer
de 250 mL e cultivado por 96 horas sob agitagéo a 120 rpm a 28° C.

A massa micelial esta expressa em peso seco.

Os resultados representam a média de dois ensaios dosados em triplicata conforme

descrito em materiais e métodos 3.8.
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4.7 INDUCAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA EXTRACELULAR COM GELATINA

Os dados da tabela 6 indicam que o fungo cultivado em meio ao qual foi
adicionado gelatina + glucose, apresenta um aumento de massa micelial. Esse
aumento foi de 6,6 e 54 vezes em relacdo ao cultivado em MMN + glucose e
gelatina respectivamente. A presenca de amodnia residual foi maior no meio com
gelatina e fosfato de aménio, ja que a gelatina é também uma fonte de nitrogénio. A
determinacao de glucose residual demonstra que em 72 horas de crescimento havia
cerca de 40% no meio com gelatina + glucose comparado ao controle contendo
somente glucose.

Utilizando a gelatina como fonte de carbono e nitrogénio, os niveis de
protease mostraram um aumento de 1,5 vezes em relagdo ao meio minimo contendo
glucose. Com a adi¢cdo de gelatina ao meio com glucose, 0 nivel da atividade
enzimatica aumentou 2,83 vezes em U/mL. Quando se correlaciona a atividade
enzimatica em funcdo da massa micelial se observa que a glucose provoca, no meio
com gelatina, uma diminuicdo da secrecdo da enzima. A adicdo de amdnia nao

altera esta relagéo.
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TABELA 6: INDUCAO DA ATIVIDADE DE PROTEASES EXTRACELULARES EM

Thelephora terrestris

Meio de Massa Protease Amobnia Glucose Proteina

cultivo ® micelial (U/mL) residual residual extracelular
(mg/50 mL) (mM) (mM) (mg/mL)

Controle 33,0 0,1699 0,033 0,88 0,076

MMN + glu

Gelatina ® 39,0 0,4245 1,81 0,092 2,635

Gelatina +

glu® 2510 0,6512 2,32 11,075 3,72

Gelatina +

NH, ¢ 33,0 0,3577 28,53 0,136 3,652

* Foi acrescentado 7,76 mg de inoculo de Thelephora terrestris no meio MMN +

0,5% de glucose e cultivado por 72 horas sob agitagdo a 120 rpm a 28° C.

® O meio gelatina corresponde ao meio MMN sem fonte de glucose e nitrogénio

inorganico e acrescido de gelatina a 1%.

¢ O meio gelatina + glu corresponde ao meio gelatina a 1% acrescido de glucose a 1%.

¢ O meio gelatina + NH, corresponde ao meio gelatina a 1% acrescido de fosfato de

amonio 8,9 mM.

A massa micelial estd expressa em peso seco.

Os resultados representam a média de dois ensaios dosados em ftriplicata conforme

descrito em materiais e métodos 3.13.
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4.8 ATIVIDADE PROTEOLITICA EM FUNCAO DE DIFERENTES VOLUMES DE
MEIO DE CULTIVO

Nos dados da figura 11 verifica-se que a atividade proteolitica & proporcional
ao volume do meio de cultivo. O maior valor de hidrélise da azocaseina foi obtido
com 1 mL do meio induzido com gelatina. A reagéo foi proporcional ao tempo de 8

horas de incubacéo (figura 12).

4.9 EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA PROTEASE
EXTRACELULAR

Os dados da figura 13 mostram a atividade proteasica frente a diferentes pH
e diferentes tampdes, onde o pH 6timo para a atividade proteasica foi 4,8 em
tampéo acetato de sédio 100 mM e citrato de sédio 50 mM. A atividade diminui nos
pH abaixo de 4,0 e acima de 6,0.

Na figura 14 observa-se que a estabilidade da atividade enzimatica é pouco
afetada na faixa entre pH 4,6 a 5,6 para o tampao acetato de sodio 100 mM. No
entanto, em tampao acido citrico/citrato de sédio 50 mM, na mesma faixa de pH, ndo
se observa o mesmo efeito. A protease ndo é estavel em pH abaixo de 4,0 e acima

de 5,8, diminuindo com aumento do pH.
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FIGURA 11: ATIVIDADE PROTEASICA EM FUNGCAO DA VARIACAO DOS
VOLUMES DE MEIO DE CULTIVO

Diferentes volumes do meio de cultivo dialisado foram ensaiados para a atividade

enzimatica em tampé&o acetado de sodio 0,1 M e pH 4,8 contendo 20 mg de

azocaseina. O periodo de incubacédo foi de 1 hora a temperatura de 40° C

sob agitacdo. Os demais procedimentos foram idénticos ao descrito no item

3.12.a.

O resultado representa a média do ensaio dosado em triplicata.
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FIGURA 12: EFEITO DO TEMPO NA ATIVIDADE PROTEOLITICA

Um mililitro de meio de cultivo dialisado foram incubados em tempos diferentes com
o substrato azocaseina. As atividades enzimaticas foram analisadas de 1 em 1 hora
até 8 horas e no tempo de 14 horas com 5 mg de azocaseina, conforme descrito em
materiais e métodos 3.12.a. O resultado representa a média do ensaio dosado em

triplicata.
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Atividade enzimatica (U/mL)

. pH
Tampdes

—&— Qlicina/HCl 0,05 M —a— Citrato de Na 0,1 M
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—e— Glicina/NaOH 0,1 M

FIGURA 13: EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE PROTEASICA

Um mililitro do meio de cultivo dialisado (2,85 mg/mL de proteinas) foram incubados
com: tampao acetato de soédio 0,1 M ( pH 4,0 a 6,0); tampé&o citrato de sodio 0,05 M
(pH 3,2 a 5,8); tampéao fosfato de soédio 0,1 M (pH 6,0 a 8,0); tampao glicina/NaOH
0,1 M (pH 8,0 a 10,6); e tampéao glicina/HCI (pH 2,2 a 3,2). Em seguida foram
incubados com 20 mg de azocaseina durante 1 hora a temperatura de 40° C sob

agitacdo. Os demais procedimentos foram os mesmos descritos no item

3.12.a.

O resultado representa a média do ensaio dosado em triplicata.
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A um mL do meio de cultivo dialisado (2,85 mg/mL de proteinas) foram

adicionados um mL de diferentes tampdes nas concentragdes indicadas, ajustando-

se o pH das misturas entre pH 3,0 a 9,5 com NaOH ou HCL em potencidmetro.

Foram incubados por 24 horas a 4° C nos diferentes pH. Apés esse periodo os pH

foram ajustados ao pH 4,8 para a medida da atividade enzimatica conforme descrito

em materiais e métodos 3.12.a.

O resultado representa a média do ensaio dosado em triplicata.
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4.10 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE E A ESTABILIDADE DA

PROTEASE

Os dados da figura 15 mostram que a temperatura 6tima para a atividade
proteolitica extracelular do Thelephora terrestris foi de 40° C.

No ensaio para estabilidade térmica os dados da figura 16 mostram que a
enzima perde cerca de 53% de sua atividade quando exposta por 10 minutos a 50°

C, 75,5% a 60° C e no mesmo tempo 90% é inativada a 70° C.

4.11 E;EITO DA CONCENTRAGAO DO SUBSTRATO PARA DETERMINACAO DE

m

Para a caracterizagdo da atividade proteolitica extracelular foi utilizado o
meio de cultivo que tinha a maior atividade enzimética, ou seja, 0 meio contendo
gelatina + glucose.

O dados da figura 17 mostram o efeito da concentragéo da azocaseina sobre
a atividade proteolitica da Thelephora terrestris. Para este substrato o valor de Km

aparente calculado foi de 2,0 £ 0,5 mg/mL.
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FIGURA 15: EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE PROTEASICA

Um mL de meio de cultivo dialisado (2,85 mg/mL de proteinas) foi incubado com um
mL de tamp&o acetato de sédio 0,1 M pH 4,8 e 20 mg do substrato azocaseina em
diferentes temperaturas (de 20° C a 70° C) por 1 hora e determinada a atividade
enzimatica conforme descrito no item 3.12.a.

O resultado representa a média do ensaio em triplicata .
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FIGURA 16: ESTABILIDADE TERMICA

Um mL do meio de cultivo (2,85 mg/mL de proteinas) foi incubado em diferentes
temperaturas por diferentes tempos.

Apos resfriados foram ensaiados conforme descrito em materiais e métodos 3.12.a.
O Controle apresentava uma atividade de 0,7654 U/mL.

O resultado representa a média dos ensaios em triplicata conforme descrito em
materiais e métodos 3.17.b.
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FIGURA 17: EFEITO DA CONCENTRACAO DE AZOCASEINA

Km app = 2,0 £ 0,47 mg/mL

Um mL do meio de cultivo dialisado contendo 0,95 unidades de enzima foi ensaiado com
diferentes concentragdes de azocaseina (1 a 30 mg) em tampéo acetato de sodio 0,1 M
pH 4,8 a 40° C e incubadas sob agitacdo em 1, 2, 3 e 4 horas conforme descrito em
materiais e métodos 3.15.

Valor de v € a média de trés ensaios em triplicata tomados na velocidade inicial.

v= unidades/ mL
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4.12 AGENTES INIBIDORES QUE AFETAM A ATIVIDADE PROTEOLITICA

Varios inibidores da atividade proteolitica foram usados para estabelecer a
identidade da protease. O dados das tabelas 7 mostram que o PMSF 4 mM (inibidor
de serina protease) inibiu 21% da enzima; o EGTA 10 mM (quelante especifico de
Ca®) inibiu cerca de 11%. O EDTA 10mM (quelante de metais) inibiu em 72% a
atividade enzimatica. Quando se analisou o efeito de inibidores de grupo SH (tabela
8) se verificou que o iodoacetamida promoveu uma fraca inibigdo, em torno de 10%.
O E-64 (inibidor especifico de grupo tidis da familia das papainas) inibiu em torno
de 22% com uma concentracdo de 0,25 mM. O pCMB (inibidor de grupos SH) a 5
mM inibiu em torno de 70%. A pepstatina (inibidor de proteases 4cidas) a 1 uM

inibiu 45% da atividade enzimatica.

4.13 EFEITO DOS PROTETORES DO GRUPO SH SOBRE A ATIVIDADE

ENZIMATICA

Como o pCMB (tabela 8) provocou uma forte inibicdo da atividade, foi testado
a revers&o da inibicdo por protetores de grupos SH. Os dados da tabela 9 mostram
que apos 4 horas de incubacdo, com concentracbes 10 vezes superiores, nao
ocorreu reversdo da inibigdo por cisteina e B-mercaptoetanol e pCMB continuou
inibindo a atividade enzimatica. Quando o meio de cultivo foi tratado previamente
com cisteina observa-se uma ativagdo da enzima até a concentragdo de 0,5 mM.
Em concentracéo acima de 0,75 mM ocorreu a inibicdo da atividade enzimatica

(tabela 10).
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TABELA 7: EFEITO DE INIBIDORES SOBRE A ATIVIDADE DA PROTEASE
EXTRACELULAR EM Thelephora terrestris

Inibidor Concentragéo UmL'h? Inibicao %
None 0,8609 + 0,023

PMSF ® 4 mM 0,6863 + 0,093 21
EDTA® 10 mM 0,2397 + 0,497 72
EGTA® 10 mM 0,7678 + 0,027 11
Pepstatina TuM 0,4762 + 0,032 45

@ Fluoreto de fenil-metil-sulfonila
® Acido etileno-diamino-tetracético

¢ Acido etileno-glicol bis (Baminoetil eter) N’, N’-tetra acético

Um mL do meio de cultivo dialisado foi pré-incubado com os inibidores por 1 hora e
apos esse tempo a atividade residual foi ensaiada conforme descrito em materiais e
métodos 3.12.a.

Os resultados representam a média dos ensaios dosados em ftriplicatas conforme

descritos em materiais e métodos 3.18.



TABELA 8: EFEITO DE INIBIDORES DE GRUPOS SH SOBRE A
ATIVIDADE PROTEASICA EM Thelephora terrestris
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Inibidor Concentragao U mi'h* Inibicao %
None | 0,8504 +0,023

lodoacetamida 5mM 0,7130 + 0,025 10
pCMB' 5mM 0,2528 + 0,015 70
E-64° 0,25 mM 0,6583 + 0,041 22

' p-cloromercurio-benzoato

% putano-trans-epoxisuccinil-L-leucilamido-(4-guanidino)

O ensaio foi realizado como descrito na tabela 7.
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TABELA 9: REVERSAO DA INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA POR
PROTETORES DO GRUPO SH

Inibidor Concentracéo UmL'h?

None 0.9907 + 0,101
pCMB 5mM 0.5177 + 0,081
pCMB + cisteina 50 mMm 0.2392 + 0,046
pCMB + B-mercaptoetanol 50 mM 0.1087 + 0,028

Um mL do meio de cultivo dialisado foi pré-incubado com os inibidores por 1 hora e
apods esse tempo foram adicionados cisteina e B-mercaptoetanol e mantidas por 4
horas antes dos ensaios.

As atividades residuais foram ensaiadas conforme descrito em materiais € métodos
3.12.a.

Os resultados representam a média de dois ensaio em triplicatas conforme descrito

em materiais e métodos 3.19.



TABELA 10: EFEITO DA CISTEINA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA
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Concentragédo de cisteina/HCI UmL"h”

None 0.8504 + 0,023
0.10 mM 0.8271 £ 0,017
0.25 mM 0.9671 + 0,012
0.50 mM 0.9278 + 0,016
0.75 mM 0.8094 + 0,045
1.00 mM 0.7106 + 0,005

Um mL do meio de cultivo dialisado, foi incubado com cisteina/HCI por 15 minutos.

As condi¢des de ensaio estao descrito em materiais e métodos 3.20.

Os resultados representam a média dos ensaios dosados em ftriplicata.
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4.14 EFEITO DOS CATIONS SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

Na tabela 7 observa-se que o quelante de metais EDTA provocou uma
inibicdo de 72%. Para confirmar a presenca de uma metaloproteinase, foi estudado
a reversdo da inibicdo por ions metalicos (tabela 11). Apos a inibicdo com 10 mM de
EDTA por 1 hora, foram adicionados 20 mM de CaCl, e MgSO4, 5 mM de
CoCl; e ZnS0, e deixados por 4 horas em contato. Observa-se que a recuperagéo
com o Ca** é de 29% e com os demais ions ndo se observou revers&o da inibi¢ao.

Ensaios para verificar a ativagdo da enzima com adi¢cdo de calcio, cobalto,
magnésio, sédio e manganés (tabela 12) mostra uma pequena ativagao quando

foram adicionados a mistura de reac¢ao na concentracdo de 0,1 mM.

4.15 ANALISE DA ATIVIDADE PROTEOLITICA EM ELETROFORESE

Como os ensaios com inibidores ndo permitiram caracterizar a enzima, o
meio de cultivo foi submetido a eletroforese em condi¢cdes ndo desnaturante.

A execucdo da eletroforese nativa foi dificultada por varios fatores. A
atividade proteasica encontrava-se agregada toda vez que o meio era concentrado.
O fungo Thelephora terrestris pela sua caracteristica de sazonalidade, exigiu
maior tempo de cultivo para a secrecdo da enzima (+ 7 dias). Nesse
tempo de cultivo, o fungo produziu um pigmento amarelo-marron, no qual a enzima
ficava agregada. As varias tentativas para desagregar a enzima do pigmento
utilizando NaCl 1M, uréia 4M, e uréia 4M+ SDS 1mM foram infrutiferas. Com o uso

de etilenoglicol na concentracéo final de 5% evitou-se a formagédo de agregados.
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Por essa raz&o foi adicionado a todos os ensaios de eletroforese (Carmona et al.,
1995).

A analise de protease secretada por Thelephora terrestris, cultivada em meio
MMN minimo, revelou a presenca de trés bandas de atividade proteolitica em gel
com gelatina (figura 18), demonstrando que a enzima secretada por Thelephora
terrestris € um complexo proteolitico. Na amostra eluida em CM-celulose ha uma
banda a menos e no ensaio com inibidores com a fragcdo eluida de CM-celulose
observa que n&o ha inibicdo por EDTA. A tentativa de determinagdo da massa
molecular das fragbes alvos ficou prejudicada porque a migragdo da enzima em gel
com substratos poliméricos pode ser retardada pela interagdo com substratos

copolimerizados, tornando dificil a determinacdo de massas moleculares por

comparacéo com marcadores protéicos (Rauscher et al., 1995).



TABELA 11: REVERSAO DA INIBIGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA POR

CATIONS
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Concentragdo U mlth™=
None 0,9907 + 0,101
EDTA 10 mM 0,4388 + 0,032
+Ca™" 100 mM 0.7307 + 0,007
+ Mg™ 100 mM 0,4283 + 0,025
+ Na* 100 mM 0,2550 + 0,051
+2Zn*" 100 mM 0,3622 + 0,095

Um mL do meio de cultivo dialisado foi incubado por 1 hora com EDTA.

Apds esse tempo foram adicionados Ca™, Mg™, Na' e Zn™

concentragbes finais indicadas.

As condigdes do ensaio estdo descrito em materiais e métodos 3.19.

Os resultados representam a média do ensaio dosado em triplicata.

para atingir as



TABELA 12: ATIVACAO DA ENZIMA EXTRACELULAR EM Thefephora terrestris
COM DIFERENTES IONS

Atividade proteolitica Ativacéo

(U/mL) (%)
Controle 1,012 + 0,092
Ca’* (CaCl, 2H,0) 0,1 mM 1,012 + 0,025 0
Zn* (ZnS04) 0,1 mM 1,005 + 0,012 0
Mg®* (MgSQy) 0,1 mM 1,026 + 0,033 1,33
Mn** (MnSO,) 0,1 mM 1,022 + 0,073 0,93
Co® (CoCly) 0,1 mM 1,067 +0,135 5,38

As condigdes de ensaio estdo descritas em materiais e métodos 3.21.

Os resultados representam a media de dois ensaios dosados em friplicata.



FIGURA 18: ATIVIDADE PROTEOLITICA EM ELETROFORESE

Eletroforese em gel de poliacrilamida nativa 7,5% com 0,5% de gelatina
como descrito em materiais e métodos 3.22.
A seta indica a origem da migragao.

1 Amostra eluida da coluna de CM-celulose - 18 ug de proteinas;
2 Meio de cultivo concentrado - 60 ug de proteinas;

3 Meio de cultivo concentrado - 200 ug de proteinas;

4 Meio de cultivo concentrado - 400 ug de proteinas;
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4.16 PERFIL PROTEICO DO FILTRADO DE CM-CELULOSE EM GEL DE

POLIACRILAMIDA - (SDS-PAGE)

Amostra concentradas em Amicon PM 30 foram cromatografados na coluna
de CM-celulose para a retirada do pigmento que interferia no experimento de
eletroforese. A atividade enzimatica foi eluida no tampao acetato de sddio 0,2 M e
pH 4,8. As fragcbes de maior teor protéico foram concentradas e analisadas por

eletroforese (figura 19) e revelaram a presenca de no minimo 7 bandas protéicas.
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FIGURA 19: ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Eletroforese em gel gradiente de 4 - 15% corrida em aparelho
Phastsystem da Pharmacia conforme descrito em materiais e
métodos 3.22.

A seta indica a origem da migragao.

1 Padrao de alta massa molecular;

2 Padréo de baixa massa molecular;

3 Amostra eluida da coluna de CM-celulose - 2 ug de proteinas;
4 Meio de cultivo concentrado - 2 ug de proteinas;
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5 DISCUSSAO

Os niveis da atividade proteolitica extracelular de Thelephora terrestris
variam com o estado fisiolégico do cultivo. A agitagdo do meio de cultivo & essencial
para a producdo da enzima proteolitica pelo fungo ectomicorrizico Thelephora
terrestris, visto que em cultivos sem agitagcdo a producdo da enzima foi reduzida.
Semelhante fenomeno foi observado em cultivo de Phanerochaete chrysosporium
onde o oxigénio foi suplementado no decorrer do cultivo. A oxigenagao aumentou o
nivel de secrecdo de ambas as enzimas proteoliticas produzidas por este fungos
(Dosoretz et al., 1990).

Nao se observou diferengca no crescimento do fungo quando se variou a
concentracdo de glucose, mantendo-se constante concentragdo de nitrogénio. O
mesmo ocorreu quando se variou a concentragdo de nitrogénio mantendo-se a
concentracéo de glucose sem alteracdo. Quando se suplementou o meio MMN com
gelatina como fonte de nitrogénio e glucose como fonte de carbono, a massa
miceiial aumentou 6,6 vezes em relacdo ao meio MMN e glucose.

Quando a gelatina foi adicionada ao meio como indutor, os niveis de
atividade proteolitica por massa miceiial aumentaram em uma vez. A adi¢do de
fosfato de ambnio ao meio induzido ndo alterou os niveis de enzima. J& a adicdo de
glucose provocou uma diminui¢do nos niveis de atividade proteolitica por massa
miceiial, sugerindo que a glucose estaria reprimindo a sintese de enzima.

Resultados similares foram obtidos por Bidochka e Khachatourians (1988), onde
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estes autores sugerem uma regulac&o parcial por glucose da enzima secretada por
B. bassiana.

No crescimento sem indugdo, com aumento da concentracdo de fosfato de
ambnio de 3,7 mM a 11.2 mM e mantendo-se constante a concentragéo de 27,75
mM de glucose, a atividade enzimatica diminuiu em 52% em 72 horas de
crescimento. Quando se variou a concentragdo de sulfato de magnésio n&o se
observou variagdo significativa nos teores de enzima.

O conjunto de dados sugere que a expressao da protease possa ser regulada
por catabdlitos da glucose e do nitrogénio, & semelhang¢a do que ocorre com outras
enzimas fungicas (Bidochka e khachatourians, 1988; Ahman et al., 1996; Cohen,
1972, 1977; Hanson e Marzluf, 1975) e diferente da expressdo da proteinase de
Hebeloma que é sujeita apenas a repressao por nitrogénio (Zhu et al., 1994).

A atividade proteolitica de Thelephora terrestris foi maior em tampéo acetato
de sodio com pH 4,8 para a protedlise da azocaseina. A atividade da enzima foi
estavel na faixa de pH 4,6 a 5,6 com o tamp&o acetato de sddio 100 mM. Esse
comportamento foi semelhante aos resultados observados por Wadekar et al (1995)
para a enzima proteolitica dos fungos Serpuia lacryman e Coriolus versicolor e por
Usha e Singh (1996) para a enzima proteolitica de semente de Psophocarpus
tetragonolobus, cujas enzimas foram classificadas como proteinases acidas.

Na caracterizacdo da protease de Thelephora fterrestris, com o substrato
azocaseina, a temperatura 6tima para a atividade proteasica foi de 40° C. Em
temperaturas acima de 45° C a atividade diminuia. Quanto a estabilidade térmica

da atividade enzimatica, observou-se uma perda em torno de 53% nos primeiros 10

minutos a 50° C. Markaryan et al (1994) e Bidochka e Khachatourians (1987)
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encontraram resultados similares com as enzimas secretadas pelo fungo por eles
pesquisados.

O perfil de inibicdo da atividade proteolitica de Thelephora terrestris mostrou
que essa atividade n&o era inibida por iodoacetamida e por E-64. Estes dados
sugerem que a cisteina ndo se encontra no sitio ativo da enzima e que essa
atividade n&o é de uma verdadeira cisteina protease por n&o ser inibida por E-64, o
qual segundo Hasnain et al. (1991) é um inibidor especifico desse tipo de
proteinases. A atividade foi inibida em 70% por pCMB. Quando se procurou
recuperar a inibicdo usando-se cisteina/HCl e B-mercaptoetanol ndo se
observou a reativacéo da enzima. Este resultados sugerem que as pontes dissulfeto
podem estar envolvidas no processo de estabilizagdo da enzima, como foi
observado por Krarup et al. (1994).

O comportamento da atividade proteolitica de Thelephora terrestris frente a
inibidores é semelhante a enzima “humicolin”, produzida pelo fungo Thermomyces
lanuginosus, o qual é inibida por produtos que reagem com os grupos tidis livres,
como o Hg®* , pCMB ou pCMPSA. A enzima “humicolin” é também inibida por
inibidor de serina protease PMSF e n&o por E-64, um inibidor especifico de
verdadeiras cisteinas proteases (Hasnain et al. 1991).

A enzima proteolitica do fungo Thelephora terrestris também foi inibida em
cerca de 72% por EDTA e em 11% por EGTA. O calcio recuperou 29,46% da
atividade proteolitica, quando a enzima foi inibida por EDTA. Os demais ions
testados nao recuperam a atividade. Ensaios com ion calcio n&o ativaram a enzima,
no entanto a enzima foi ativada em 5,38% pelo cobalto, 1,33% pelo magnésio e
0,93% pelo manganés. Comportamento semelhante foi observado por Usha e

Singh, (1996) trabalhando com a WbAP protease.
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A atividade enzimatica do fungo Thelephora terrestris foi inibida em torno de
45% pela pepstatina, um inibidor de protease acida, sugerindo a importancia de
acido aspartico para a atividade enzimatica.

A atividade proteolitica de Thelephora terrestris foi inibida em 21% por PMSF.

Os estudos com inibidores mostram a possibilidade de haver mais de uma
atividade proteolitica no meio de cultura de Thelephora terrestris, embora se tenha
descrito em Paracoccidoides brasiliensis apenas uma proteinase que é tiol-serina
protease (Carmona et al, 1995).

O perfil eletroforético mostra que ha mais de uma atividade proteolitica
extracelular em cultivos de Thelephora terrestris, 0 que pode explicar a resposta
observada frente a varios inibidores.

Os resultados deste estudo sugerem que a producgéo de atividade proteolitica
extracelular de Thelephora terrestris seja regulada por indugao e por repressado por
nitrogénio e glucose. Mecanismos semelhantes ocorrem com os fungos B. bassiana
(Bidochka e Khachatourians, 1988), Arthrobotrys oligospora (Ahman et al., 1996),
Aspergillus e Neurospora (Cohen, 1972, 1975; Aboot e Marzluf, 1984).

Os estudos de fisiologia envolveram o complexo proteolitico como um todo,
significando que pode haver variagdo na expressdo das diferentes atividades em
funcéo das condigdes fisioldgicas.

Com base no presente estudo de caracterizacdo é impossivel diferenciar as
proteases no complexo proteolitico. Para entender a natureza e propriedades das
proteases do complexo proteolitico extracelular de Thelephora terrestris, é
necessario isolar, purificar e caracterizar estas enzimas separadamente. O
mecanismo de regulagdo da sintese e da secrecdo exigira estudos mais

aprofundados a nivel genético e molecular.



6 CONCLUSOES

a) A aeracio do meio de cultivo € essencial para produgédo do sistema proteolitico

de Thelephora terrestris.

b) A atividade proteolitica extracelular apresenta um pH 6timo de 4,8 a uma

temperatura 6tima de 40° C.

c) Para o substrato azocaseina a atividade proteolitica apresenta o valor

de KMgapp de 2,0 £ 0,5 mg/mL.

d)A atividade proteolitica é inibida por p-CMB 5 mM (70,28%), por EDTA 10 mM
(72%), por pepstatina 1uM (45 %), por E-64 0,25 mM (22%) e por PMSF

4 mM (21%).

e) O perfil eletroforético da atividade proteolitica extracelular de Thelephora
terrestris em gel de poliacrilamida contendo gelatina revela a presenca de trés

bandas atividade.

f) Os niveis da atividade proteolitica aumentaram pela adigcdo de gelatina (1%) ao

meio
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