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RESUMO

Foram realizados estudos para avaliar o potengabdnolégico do macrofungo
Lentinula boryana. A partir dos experimentos sobre cultivo em meimitlo foi possivel
verificar quais condic¢des influenciam seu deserim@nto, a producdo de polissacarideos
e a atividade de tirosinase presente no micélida Rmaracterizacdo quimica do
exopolissacarideo (EPS) produzido pelo macrofungoneeio liquido, foi verificada a
presenca de um@-(1-3)-D-glucana altamente ramificada em O-6 e umél - 3)-
xilomanana. Polissacarideos dos corpos de fruticatambém foram isolados e
caracterizados. No extrato aquoso foi encontrada fumomanogalactana com cadeia
principal de galactopiranose com ligacdes do tgfb— 6) e substituicbes em O-4 por
unidades de manose ou fucose. No extrato KOH 1%édmcterizado umg-(1- 6)-D-
glucana com ramificagcdes em O-3. Por outro ladextato KOH 10% foram encontradas
uma a-(1-3)-D-glucana (pseudonigerana) e uo(l-3)-xilomanana com cadeia
principal de manose ligada(1- 3) e substituicbes no O-4, similar ao encontrad&RS.
A analise da literatura demosntra que estes polsigieos tém poténcias aplicagcbes como
atividade anticancerigena ou entdo podem ser madds quimicamente ampliando suas
aplicacdes. Os estudos sobre a tirosinask. d®ryana mostraram que a enzima € mais
ativa em condicbes amenas de temperatura e pHse@ao resistente a temperaturas
elevadas ou aos extremos de pH. O principal rekukabre a tirosinase de boryana é
gue ela sofre inibicdo pelo substrato (L-DOPA)ue gdo havia sido reportado para outras
tirosinases. A modelagem matematica desenvolvidgptad um modelo proposto na
literatura para contemplar a inibicdo pelo substréd modelagem matematica foi
desenvolvida adaptando um modelo proposto natlitergara contemplar a inibicdo pelo

substrato. Este modelo desenvolvido descreveusafiados experimentais muito bem.
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ABSTRACT

Studies were undertaken to evaluate the biotechiwalb potential of the
macrofungusLentinula boryana. Initially, appropriate conditions were identifiédr the
production of biomass, polysaccharides and tyraeginactivity in liquid culture. The
exopolysaccharides (EPS) produced in liquid cultwexe characterized as beingPa
(1-3)-D-glucan that was highly branched in 0O-6 and agl- 3)-xylomannan.
Polysaccharides extracted from the fruiting boavese also purified and characterized. An
agueous extract gave rise to a fucomannogalactdh &imain chain consisting of
galactopyranose linkeal(1 - 6), substituted at O-4 by mannose or fucose uhitis KOH
extract gave rise to B-(1- 6)-D-glucan with branches at the O-3. On the othard, a
10% KOH extract produced two main polysaccharides1 a-(1- 3)-D-glucan
(pseudonigeran) and @-(1- 3)-xylomannan with a main chain consisting of ma®&o
linked a-(1 - 3) with substitutions at O-4, this xylomannan besngilar to that obtained in
liquid culture. The literature suggests that theskysaccharides have potential applications
as anticancer treatments and that their applicatimyuld be broadened after chemical
modifications. The studies of the tyrosinasd.oboryana showed that the enzyme is most
active in mild conditions of temperature and pHislhot stable at high temperatures or at
extremes of pH. The most important result obtawed that the tyrosinase bf boryana
suffers substrate inhibition in its reaction withRDOPA. This has not been previously
reported for other tyrosinases. A mathematical rhamfetyrosinase action from the
literature was adapted to include the phenomenosubstrate inhibition. This modified

model described the experimental results well.
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1 INTRODUCAO

O trabalho relatado nesta tese € um aprofundansentmnhecimento sobre o
macrofungo Lentinula boryana e seus produtos com possiveis aplicacdes
biotecnoldgicas e teve sua origem em um projetamabordenado pela Embrapa
Florestas, em parceria com a UFPR e outras irggis| intitulado “Bioprospecc¢éao e
Potencial de Uso da Macromicota do Estado do Parah&studo del. boryana,
isolado a partir de material silvestre encontraglonata atlantica paranaense, iniciou-
se no projeto de mestrado (FARIA, 2004), em quarfoparcialmente caracterizados
0s polissacarideos extraidos do corpo de frutifioae a melanina produzida pelo
fungo em condic¢des especiais de cultivo.

O trabalho realizado durante o mestrado (FARIA,430feu subsidio para as
duas grandes partes do presente trabalho. Primagla@cou que seria interessante
caracterizar os polissacarideoslddoryana em mais detalhes, ndo somente aqueles
presentes no corpo de frutificacdo, mas tambénradupidos em cultivo submerso.
Segundo, a presenca de melanina foi uma indicagficeia de que o fungo produz
tirosinase, uma enzima com aplicacdes biotecnadgi€oi entdo decidido purificar e

caracterizar a enzima.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONHECIMENTO SOBRE O MACROFUNG-@Eentinula boryana

L. boryana € um fungo comestivel, conhecido como ShiitakeAtagricas, que
ocorre nas regides subtropicais e tropicais doiremtie americano, desde o sudoeste
dos Estados Unidos até a América do Sul. Por nteitgpo foi conhecido pelo nome
de Lentinus cubensis e, modernamente, seguindo a classificacdo de déPg83),
passou a ser chamadoldéoryana (GUZMAN et al., 1993).

O volume de informacgao sobleboryana que pode ser encontrado na literatura
indexada é bastante limitado, tanto que até paropad atras os conhecimentos sobre

0 cogumeladL. boryana eram restritos a sua classificacao e a algunalla® sobre o



crescimento micelia(GUZMAN et al., 1993) Com os estudos realizados por Faria
(2004) ampliou-se o conhecimento sobre o macrofunga figura 1 estdo
demonstradas algumas fotos do cultivo em toraszeell pelos pesquisadores da
Embrapa-Florestas Colombo-PR, também estdo mostrqu@tro placas de cultivo

com micélio crescido sobre o meio sélido agartbataxtrose.

FIGURA 1- FOTOS DOS CORPOS DE FRUTIFICACAO E DO NAOO DE
Lentinula boryana

2.2 POLISSACARIDEOS DO GENERCENTINULA
2.2.1 Polissacarideos tlentinula edodes

A pesquisa bibliografica realizada demonstrou qugrande maioria dos
trabalhos sobre polissacarideos do Género LENTING&A trabalhos relacionados ao
L. edodes. S&o relatados estudos sobre as diversas awadadldgicas como reducao

do colesterol do sangue e atividades anticancexid€ERIIHARA et al., 1970)



antitrombotica, antiparasitaria e antiviral (JONBIRMINGHAM, 1993; KOGA,
1994; YAMAMOTO et al., 1997, WASSER; WEIS, 1999).uftbs estudos sao
relacionados as estruturas quimicas dos polissiecaripresentes eim edodes. Estes
trabalhos sobre quimica de carboidratos mostraram muitas destas atividades
biologicas estdo relacionadas @®-glucanas, e que seu potencial bioldgico varia
conforme sua estrutura quimica, do grau de ram#icee da conformacéo helicoidal
(revisado por BOHN; BEMILLER, 1995).

Os trabalhos mais antigos datam da década de®D Em 1970, Chihara et al.
(1970) isolaram e caracterizaram a lentinana, uBaa-glucana (1-3) com
ramificacbes em C-6 por unidades de glucopirarfbée— 6) sendo duas ligagcdes
(1-6) glucopiranosidicas para cada cinco ligacdes3)L(CHIHARA et al., 1970;
MAEDA et al., 1988). Até os dias de hoje, a lemia@ a[3-D-glucana mais estudada
nos macrofungos.

Um grupo de pesquisa japonés, liderados por M&ikiola, realizou diversos
trabalhos sobre polissacarideod.dedodes (SHIDA et al., 1975; SHIDA et al., 1978;
SHIDA et al., 1981). Foram feitas diferentes forrdasextracdo e purificacdo, o que
levou a obtencdo de polissacarideos distintos.dg®os de frutificacdo secos de
edodes (1 kg) foram extraidos com &acido tricloroacétipeecipitados com metanol,
lavados com éter, Cetavlon e tampado borato. Com fam purificados umai-
(1-4)-D-glucana do tipo do glicogénio e uma heterogalacteonstituida de uma
cadeia principal de galactopiranose com ligacdesipioa-(1—-6) com ramificagdes
em O-2, substituidas por terminais idéucopiranose ow-manose (SHIDA et al.,
1975).

Em 1978, este mesmo grupo publicou trabalho solre polissacarideo de
edodes. Os corpos de frutificacdo foram extraidos cond@dricloroacético e agua
fervente. O residuo sélido da extracdo foi extraiolm solucdo de hidréxido de sdodio.
Este ultimo extrato foi submetido a cinco ciclospitecipitacdo com acido acético e
ressolubilizacdo com solucédo de NaOH. O materialptoificado por precipitacéo

fracionada com diferentes concentracbes de met&hagbolissacarideo obtido foi



caracterizado como untaglucana com unidades de glucopiranose unidasgagdes

do tipoa-(1-3) ea-(1-4), numa proporcéo de 5,3 para 1 (SHIDA et al.8)97

No inicio da década de 80 um estudo realizado camaterial insollvel apos uma
extracdo exaustiva com &lcali mostrou provaveisruesbs de diferentes
polissacarideos. As andlises de metilacdo indicaaapresenca de polissacarideos
altamente ramificados, por exemplo, uma glucanalapagdes (L 6) e (1-3), numa
razado de 2:1. Com uma hidrélise enzimatigdl 3-glucanase), foi demonstrada uma
heterogeneidade do esqueleto de glucanas. Na @ddena deste esqueleto foram
encontradas principalmente glucanas com ligacdespdd3-(1-3) e 3-(1-6), que
sao similares a lentinana. A parte intermediarigesigueleto de glucanas € composta
principalmente de cadeias de glucose com ligaéés- 6), com pequena quantidade
de ramificac6e$-(1- 3) e a parte mais interna deste esqueleto é composf-D-
glucana altamente ramificada, com ligac€4 - 6) e[3-(1- 3) (SHIDA et al., 1981).

Além dos estudos sobre as estruturas quimicasalissararideos de edodes,
foi realizado uma série de estudos sobre as atigglabioldgicas destes
polissacarideos, como relatado anteriormente a riaaios trabalhos envolvem
atividades biolégicas datglucana chamada lentinana.

A lentinana néo é toxica as ceélulas cancerigenas,astimula o sistema imune,
que, por sua vez, combate o tumor®-glucana liga-se a superficie do linfécito ou
em proteinas séricas especificas que ativam mao®fdinfocitos T (Thelper),
células assassinas naturast(ral Killers) e outros efetores celulares.

A acédo da lentinana em estimular o sistema imure @issibilidade de seu uso
em pacientes com cancer ou sindrome da imunodefiei@dquirida (SIDA). Estes
pacientes imunologicamente debilitados sofrem comersls infeccoes de
microorganismos oportunistas, e desenvolvem doetwa® candidiase, aspergilose,
dermafitose e esporotricose. A lentinana, quandaaigunto do AZT (3’-azido-3'-
deoxitiamina), suprimiu a expressdo superficial maunodeficiéncia humana
(WASSER; WEIS, 1999). Tanto a lentinana quantordinana sulfatada mostraram
potentes atividades anti-retroviral, resultandanif@icdo da replicacéo viral e na fuséo

celular. O tratamento da SIDA precisa incluir ursratégia para estimular o sistema



imune, isto coloca a lentinana como um potenciatickato para este uso (WASSER;
WEIS, 1999).

Além das glucanas provenientes dos corpos deitagéio dd.. edodes, outros
polissacarideos provenientes do cultivo micelial ldoedodes foram obtidos e
caracterizados quanto a suas propriedades quimiziagdgicas.

Duas fracdes, contendo polissacarideos foram abt@idpartir do micélio de
Lentinula edodes cultivado em bagaco e fibra de arroz (LEM e LAEM é o extrato
do meio de cultura ddentinula edodes, ou seja o extrato bruto e LAP é uma
proteoglucana, acucar:proteina (57:24), obtidapvecipitacdo de LEM com etanol
(SUGANO et al.,, 1984). Tanto o LEM quanto o LAPregentaram diversas
atividades biolégicas entre elas a inibicdo da icagénese de figado de rato,
atividade imunopotencializadora, inibicdo da traipstase reversa do virus da imuno
deficiéncia humana (revisado por YAMAMOTO et al99%). Uma frag&do rica em
liginina soluvel, proveniente de LEM, chamada JI8S-demonstrou atividade
especifica frente ao virus Herpes simplex Tipo $YH) muito superior ao LEM
(YAMAMOTO et al., 1997). Outro composto derivado HEM, rico em lignina,
chamado EP3 apresentou atividade antiviralvitro) frente ao virus Hepes simplex
tipos | e Il, contra virus da pdlio, e contra augi{fWEE SORIMACHI, et al., 1997).

2.2.2 Polissacarideos tentinula boryana

Os trabalhos realizados sobre os polissacarideds lo@yana limitam-se aos
estudos realizados por Faria (2004). Foram fedstsidos comparativos sobre as
caracteristicas quimicas dos polissacarideos fesseas corpos de frutificacdo de
boryana com o seu congéneke edodes (Shiitake). Nestes estudos foram comparadas
as amostras obtidas em extracdo com agua fervemtamostras foram parcialmente
purificadas por um processo de gelo e degelo, derfracdes insoluveis e soluveis na
agua fria. Os polissacarideos destas duas fragégsupgficadas e as amostras brutas

das extragOes foram analisados quimicamente.



As analises por Cromatografia de exclusdo estaxcmplada a detector de
indice de refracdo (HPSEC) mostraram que, para smi® macrofungos, as
distribuicbes das macromoléculas foram heterogérmasseja, ha macromoléculas
com diferentes massas moleculares nas amostradénarfoi verificado que suas
macromoléculas se comportam de maneira similatdrarpré-purificacdo por gelo e
degelo.

A partir da analise da composicdo monossacaridisaachostras verificou-se a
predominancia de trés principais acucares, magasastose e glucose. Para ambos os
cogumelos, o processo de gelo e degelo propiciolaumento na concentracao do
monossacarideo glucose na fragdo insoluvel.

Os polissacarideos foram analisados por metilaci@malise espectroscopica
de ressonéncia magnética nuclear. As ligacdessifiimas dos polissacarideos dos
dois cogumelos eram bastante similares. Foi vadbcque nas fragdes insolUveis em
agua gelada ha uma grande proporcao de [Bumraglucana com ligacdes do tigp
(1-3) ep-(1-6).

Foi demonstrado qué. boryana apresenta polissacarideos com estruturas
guimicas similares aquelas deedodes, evidenciando a presenca de uma ou rfais
D-glucanas Estes estudos mostraram, de uma maneira gera$ gsiaaracteristicas
estruturais dos polissacarideos. Os cogumelogadiis durante estes estudos foram
provenientes de um experimento de cultivo realizpdta Embrapa-Floresta, na
primeira safra a quantidade de corpos de frutiicapbtidos foi limitada, em
decorréncia deste fato houve uma limitacdo de mhteque impossibilitou o
isolamento e caracterizacdo dos polissacarideofRI@EA2004). Devido a falta de
trabalhos relacionados a andlise estrutural desgaalarideos dé. boryana, na
proxima secdo serdo relatadas referéncias relatasnaos estudos sobre os

polissacarideos de seu congénkeredodes.



2.3 CRESCIMENTO DA FASE MICELIAL DQ.. boryana

Os estudos sobre o crescimento micelial de macgof& sdo importantes em
dois aspectos: otimizacdo da producdo de cogunmeebbproducdo de compostos de
interesse diretamente da fase micelial. Para o#temp corpo de frutificacdo é
necessario que ocorra um bom desenvolvimento micalntes da frutificacdo
propriamente dita. Portanto, sabendo as caraatadst fisiologicas dos
microorganismos, podem ser obtidos melhores refdtaa producdo de cogumelos.
Os corpos de frutificacdo tém compostos com prdpdes interessantes, mas muitas
vezes a sua obtencao é dificil e demorada. Mu#ass/estes compostos de interesse,
como polissacarideos e enzimas podem ser obtidosuitvo em meio liquido, onde
o tempo para desenvolvimento € reduzido. Frentetes espectos e para um melhor
crescimento micelial, € necessario entender osefaue influenciam a velocidade de
crescimento.

Com relacédo as condi¢fes de cultivaLdboryana, ha relatos que mostram que
este macrofungo cresce em condi¢Oes similards adodes (Shiitake). Em trabalho
realizado com diferentes cepaslddoryana e L. edodes foi verificado que, na média,
as cepas de. edodes tiveram uma velocidade de crescimento radial mgueras dé.
boryana (MATA et al., 2001). Algumas cepas Heboryana apresentaram velocidades
de crescimento semelhantes a algumas cephsededes, mostrando que ha variacéo
entre a velocidade de crescimento de cepas da mesméaie. No trabalho de Faria
(2004) foi verificado o comportamento teboryana cepa CNPF 24 (cepa nativa do
Estado do Parana). Estes estudos demonstraranstpueepa dé.. boryana possui
uma velocidade de crescimento radial inferior sadep4 del. edodes, e também foi
verificada que esta cepa possui maior sensibilidal@umento de temperatura Foi
observado que em 20 e ZX o L. boryana (CNPF 24) teve seu melhor
desenvolvimento micelial (FARIA, 2004). Neste mesaxperimento (FARIA, 2004)
foi verificado que em 28C o crescimento foi baixo nos primeiros dias e apdsas

ocorreu a producdao e liberacdo de um pigmento egara o meio de cultivo.



2.4 MELANINAS E TIROSINASE

2.4.1 Caracteristicas quimicas das melaninas

De fato a melanina ndo € uma substancia, mas singrupo de diversas
substancias todas com propriedades similares (LANGER et al., 2003). As
melaninas s&8o0 compostos escuros geralmente pretos marrons, sendo
macromoléculas formadas por polimerizacdo oxidatiea compostos fendlicos e
inddlicos (LANGFELDER et al., 2003);(BUTLER; DAY,9988). As melaninas sdo
produzidas por microorganismos, animais, protopsaei plantas, e usualmente estéo
complexadas com proteinas ou carboidratos (BUTLBRY, 1998). Os dois mais
importantes tipos de melaninas sdo as DHN-melantnas DOPA-melaninas. As
DHN-melaninas sdo chamadas assim porque um dosmadé&rios da sua via
sintética é o 1,8-dihidroxinaphtaleno. a mesma &ras DOPA-melaninas, recebem
este nome por terem como precursor a L-3,4-dihiteodalanina (L-DOPA), figura 2
(LANGFELDER et al., 2003). Existem também as GHBanmas que tém como
precursor o glutamil-4-hidroxibenzeno (BUTLER; DAY998). Outras classificacdes
sao aplicadas as melaninas sendo também divididdses grupos, as eumelaninas, as
feomelaninas e as alomelaninas (BILISNKA, 1996). éAsnelaninas sdo pigmentos
negros ou marrons, geralmente insollveis, formaoos sequéncias de reacdes
oxidativas, a partir da tirosina, DOPA, dopamina outras catecolaminas. As
feomelaninas sdo pigmentos de cores mais claras germelho ou amarelo, podem
ser obtidas de maneira semelhante as eumelaniaagambém tém como precursores
a cisteina ou a glutadiona (BILISNKA, 1996);(RILEY997). As alomelaninas sao
mais comuns no reino vegetal, esses pigmentosos@ados a partir da polimerizagao
oxidativa de substratos fenolicos como catecol [BNKA, 1996);(STAINSACK,
1998).

A relacdo entre as melaninas d..oboryana foi verificado pela primeira vez
durante os estudos sobre crescimento miceliabddata secao 2.3. Nestes estudos foi
verificado que no cultivo dd.. boryana em BDA a 28°C ocorria um baixo
desenvolvimento micelial e alta produgédo de um pigim escuro. Este pigmento

purificado e submetido as analises espectroscogleasfravermelho, ressonancia



magneética nuclear e ressonancia paramagnéticéretstr Estas analises mostraram
gue o pigmento escuro era uma DOPA-melanina, squndoa producdo de melanina
por L. boryana ndo tinha sido anteriormente relatada. Além dadismsaquimicas,
foram estudados fatores que influenciam a produganelanina pol. boryana
(FARIA, 2004) A producdo de melanina pelo fator temperatura nawiah
anteriormente sido relatada para qualquer membg#dero Lentinula.

Na auséncia desta informacado, observacdes comsoturgos podem ser
relevantes. Por exempl8treptomyces galbus produz melanina em temperaturas mais
elevadas que a temperatura 6tima para o crescin@visado por BUTLER; DAY,
1998) o que é semelhante ao observado pardaryana. O estimulo na producéo de
melanina com o aumento da temperatura pode saila@avima caracteristica quimica
da mesma, que seria a retencdo de agua na foragudale hidratacdo das moléculas,
e isto poderia reduzir a perda de agua das céimmgcas. Este efeito termoprotetor
das melaninas em células fungicas foi verificadoterbalhos com fungos mutantes
albinos Monilinia fructicola), em que se verificou que a resisténcia destegoiin
mutantes frente ao aumento da temperatura foiiamnfguando comparada a de fungos
selvagens (BUTLER; DAY 1998; REHNSTROM; FREE, 1996)

Além do efeito da temperatura, foi verificado qupraducdo de melanina por
L. boryana é influenciada pela presenca de outros microosgams (contaminantes)
no meio de cultivo (bactérias e outros macrofun@eaRIA, 2004). Acredita-se que a
presenca da melanina nas paredes celulares dossftagbém tem como funcéo a
protecdo da célula contra a lise enzimatica (case@s e[-1,3-glucanases), por
enzimas liberadas por outros microrganismos, unzague mutantes nao produtores
de melanina possuem menor resisténcia a lise etigamquando comparados as
estirpes selvagens (KUO; ALEXANDER, 1967; REHNSTROMREE, 1996;
BUTLER; DAY, 1998).

Também foi verificado que a presenca de oxigénia disponibilidade de
nutrientes sao importantes para a producao de malporL. boryana. A importancia
do oxigénio se deve ao fato que, durante a biogéd@snelanina derivada da DOPA
(dihidroxifenilanina), ocorrem diversas etapas ®iel@acdo onde o oxigénio molecular
(O,) é utilizado como um substrato (RILEY, 1997; BUTR;EDAY, 1998).
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2.4.2 Melaninas suas possiveis aplicacdes

O interesse na melanina provém de seu potencidakdnologico. Entre estas
possibilidades de aplicagcdo na medicina podemitselas:

* Adicdo em cremes e locOes para o tratamento tetiapé&le diversas lesdes
de pele, como psoriase, dermatite seborréica enacf®@KUN; MILTON,
1976);

* No tratamento de doencas degenerativas, como ddenearkinson, mal de
Alzheimer, retinite pigmentosa, esquizofrenia e éecm (BERLINER;
ERWIN; MCGEE, 1993);

* Aplicacdo na inibicdo da angiogénese e da degdiena@cular da retina
(D’AMATO; ROBERT, 2003);

* Inibicdo da replicacdo do HIh vitro por melaninas sollGveis derivadas da
L-tirosina e da.-DOPA (MONTEFIORE, 2001);

» Absorcéo de substancias carcinogénicas (LARSSOAIL.VE, 1979).

2.4.3 Biossintese de melanina e a tirosinase

Como visto, as melaninas, incluindo as DOPA-meksirpossuem variadas
propriedades que podem ser aplicadas de diversaagsoUma das formas de se obter
a melanina € por processo enzimatico, que geragmenvolve a tirosinase. Esta
enzima catalisa a oxidagao ddirosina para seu correspondente dopaquinonaab qu
€ 0 primeiro passo para a biossintese do pigmemianma. A polimerizacdo da
dopaquinona resulta na formacédo da melanina.

A producdo de uma DOPA-melanina gdarboryana sugeriu que este fungo
também produz tirosinase. Tirosinase (EC 1.14.18 DOPA oxidoredutase,
catecolase, difenoloxidase, polifenol oxidase Ple@tplisa as etapas de oxidacéo
sequencial com varios substratos fendlicos. Aitiase é uma enzima bifuncional que
oxida fenodis ou catecoéis em semdifendis correspondentes e oxida estebfendis
para produzio-quinonas (ROOSEBOOM, et al., 2004; HAGHBEEN; TA2003).
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Na primeira reacdo, geralmente chamada de “atieiddd monooxigenase” ou
“atividade cresolase”, um grupo hidroxila € intredio na posicdcorto do anel

aromatico. Na segunda reacdo, normalmente chanadatigidade difenolase” ou

“atividade catecolase”, ocorre a oxidacao das Kiir®. Ambas as reacdes envolvem
oxigénio molecular, figura 2 (HAGHBEEN; TAN, 2008Jomo descrito a seguir estas
atividades podem ser usadas como base para divapliaacdes biotecnologicas
(HALAOULLI, et al., 2006). Embora as tirosinasesasejamplamente distribuidas em
microorganismos, plantas e animais, muito do issFeno desenvolvimento de

aplicacdes biotecnoldgicas foca-se em tirosinaseodumelos.

Acido diidroxiascorbato
OH

HO/\OqO Ascorbato de sédio
OH
& wo HOA O 0
HO O'Na
NH, NH, NH,
OH OH OH
o Tirosinase O Tirosinase o
0, H,O 2 H.0
OH , O
HO HO
L-Tirosina L-DOPA 0-Dopaquinona
rapida Ciclliz_zgéo
OH OH | P4
(@) (@)
Polimerizagdo | HN
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s o OH
DOPA-Melanina OH OH
Dopacromo Leucodopacromo

FIGURA 2- ESQUEMA DE REACAO PARA FORMACAO DE DOPA-ELANINA
Fonte: Modificado de HAGHBEEN e TAN (2003).
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Uma visdo geral das caracteristicas bioquimicagdirdasinase macrofungica
mais estudada produzida plgaricus bisporus, € aqui apresentada, embora também

caracteristicas de outras tirosinases fungicams@@ncionadas quando apropriado.

As primeiras investigacdes bioquimicas sobre aitiese datam de 1895 com o
cogumeloRussula nigricans, que, quando cortado, inicialmente se torna vdrmel
passando a preto quando em contato com o ar (SH8RBA; SHARMA, 2003).
Em plantas e fungos, as tirosinases ocorrem emasv&oformas: formas imaturas,
formas maturas e latentes, e formas ativas. Saheeexistem estas isoformas, mas
ainda nao foi estabelecida a relacdo entre a g¢géschioquimica e as caracteristicas
cinéticas das isoformas. Em cogumelos, em torn88a 99% da tirosinase esta na
forma latente (SEO; SHARMA; SHARMA, 2003).

Assim como com outras tirosinases macrofungictispsinase dé\. bisporus é
intracelular SOLERRIVAS et al., 1999HAQ; ALI, 2006), € um heterotetramero com
uma massa molecular aparente de 120 kDa, com ddagas polipeptidicas pesadas e
duas leves (SEO; SHARMA; SHARMA, 2003TROTHKAMP; JOLLEY; MASON,
1976). Observa-se que tirosinases de outros fupgesuem estruturas guaternarias
diferentes: a tirosinase do cogumémanita muscaria € um heterodimero com uma
massa molecular de aproximadamente 50 kDa (MULLERI.e 1996), enquanto a
tirosinase do fungo filamentosNeurospora crassa € um monémero de 46 kDa
(KUPPER et al., 1989).

O sitio ativo da tirosinase de bisporus contém dois sitios de ligagdo de cobre,
Cu, e Cw, 0s quais interagem com oxigénio molecular e tesidle histidina (SEO;
SHARMA; SHARMA, 2003). Conforme a valéncia do ioobce e da ligacdo com o
oxigénio molecular, este sitio ativo existe em gg®dos intermediariodeoxy (Cul-
Cul), oxy (Cull-O,-Cull) e met (Cull-Cull) (SANCHEZ-FERRER et al., 1995). Estes
trés estados determinam a capacidade da tirosteadigar-se aos seus substratos e,
portanto, determinam a cinética da reacdo. A fametada enzima predomina vivo
(JOLLEY et al.,, 1974). Esta forma pode se ligar ifersis e, durante a reacao
subsequente, na qual ela oxida o difenol e lileegainona, € convertida na forma

deoxy. A formadeoxy € capaz de ligar-se reversivelmente com oxigérotecnlar,
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produzindo a formaoxy, que pode agir em monofenodis e difendis (SANCHEZ-
FERRER et al., 1995; FENOLL et al., 2004).

Com respeito a cinética da reacdo, a segunda ardfmidamente segue a
cinética e Michaelis-Menten, enquanto a analispriaeira reacéo € complicada pelo
periodolag durante o qual a enzima € convertida de sua fareh@ara sua formaxy.

A primeira etapa da reacdo pode sofrer inibicdosdbstrato pela.-tirosina, o
monofenol mais comumente utilizado para caractersze cinética RODRIGUEZ-
LOPEZ et al., 1992).

2.4.4 Inibidores da Tirosinase de Cogumelos

Como visto na secao 2.4.3, as vias biossintétiags @ formacédo da melanina
tém sido largamente investigadas (SANCHEZ-FERRE®.£1995; SEO; SHARMA;
SHARMA, 2003; FENOLL et al., 2004).

Muitas vezes durante a maturacédo ou colheita d#gsee cogumelos, ocorre
escurecimento enzimatico, o que causa perdas eamagBeveras para a indastria de
alimentos. Ha diversos inibidores da tirosinaseat$veis no mercado, 0s mais
comumente utilizados sé@o os sulfitos. Inibidoredidesinase, como a hidroquinona,
também podem ser clinicamente usados para o tratante algumas disfuncbes
associadas com a hiperpigmentacéao.

Estes inibidores podem ser sintéticos ou de fomédgrais, e podem inibir as
atividades monofenolase ou difenolase ou mesmo siaatividades. Dos inibidores
presentes nas plantas superiores, tém-se algumendiges como kaempferol,
quercetina, kurarinona e kushnol F (SEO; SHARMA; ARMA, 2003). Outro
importante grupo é o dos hidroxifendis, que contédcido galico, o qual ocorre como
ésteres multiplos com B&-glucose; estes ésteres sdo mundialmente utilizados
industria de alimentos para inibir tirosinase evpngr escurecimento. Varios
derivados do &cido galico tém sido isolados do wii@e, e alguns destes foram
identificados como fortes inibidores da tirosingdeD et al., 1999). Outro forte

inibidor da tirosinase € o oxyresveratrol, que éoicontrado na amoreira branca



14

(Morus alba), e cuja atividade foi atribuida a presenca denimmero maximo de
grupamentos hidroxila no anel (SHIN et al., 199&). cuminaldeido -
isopropilbenzaldeido) e o acido cumico (ac@sopropilbenzéico), provenientes de
cominho foram identificados como potentes inibidores dastmase de cogumelo
(KUBO; KINST-HORI, 1998).

Alguns compostos de fungos também tém sido repmstadmo inibidores da
atividade da tirosinase. A metalotioneinafdpergillus niger tem uma forte atividade
anti-tirosinase por quelar o cobre presente no aftvo da enzima. Outro mecanismo
possivel para o efeito inibitério se deve a presade aminoacidos contendo grupos
sulfidrila na metalotioneina, o qual liga cawquinonas para formar um tioéster sem
coloracdo (GOETGHBEUR; KERMASHA, 1996; SEO; SHARMAHARMA,
2003). Trabalhos recentes mostraram que a agapitmaniente dé\. bisporus inibe
a atividade da tirosinase vitro e demonstrou inibicdo ndo competitivaldBOPA e
inibicdo competitiva pare-tirosina (SEO; SHARMA; SHARMA, 2003).

Ha diversos inibidores de origem sintética, deeles tém-se medicamentos
como o captopril, uma droga antihipertensiva quabtm €& capaz de prevenir a
formacéo de melanina pela inibicdo irreversiveaddas as atividades monofenolase
e difenolase, de maneiras competitivas e irreveisivespectivamente. O captopril
também inibe a formacdo de melanina por gerar unjugado sem cor com @
quinona (ESPIN; WICHERS, 2001; SEO; SHARMA; SHARMZQ03).

Outros compostos quimicos, como o peréxido de p&him, hidroxialanina,
tiron, tiois, e acidos carboxilicos aromaticos, t&iao reportados pela sua atividade
antitirosinase. O peréxido de hidrogénio inativir@sinase de cogumelo de maneira
bifasica em que a primeira fase € mais rapida ggeganda. A inativacado da enzima
pelo peroxido de hidrogénio depende da concentrac@do depende do pH, e a
inibicAo é mais rapida em condicbes anaerdbicasmpOstos queladores de cobre
como o tropolone e a azida de sédio ou substratdl®gos como a-mimosina,L-
fenilalanina, p-fluorfenilalanina e o benzoato de sédio protegenmerzima da
inativacdo por KO,. Compostos como a&-mimosina, acido kéjico, tropolone e
resorcinol 4 substituido tém uma estrutura sinalas substratos fendlicos e mostram

inibicdo competitiva com respeito a estes substratedo conhecidos como inibidores
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de ligacao lenta. Os estudos sobre o mecanismead@a destes inibidores sugerem
gue estes competem com a moléculaLd®@OPA na ligacdo com a formaxy da
enzima, a qual é um intermediario obrigatorioturmover catalitico. Recentemente, o
dimetil sulfito (DMS) foi caracterizado como sendm inibidor da tirosinase e € o
primeiro inibidor volatil da tirosinase. O DMS team papel fisiolégico importante
nos tecidos das plantas, inibe a tirosinase endygemtegendo a planta de uma
oxidacdao fendlica (SEO; SHARMA; SHARMA, 2003).

2.4.5 Aplicacdes da Tirosinase de Cogumelos

Os estudos iniciais das tirosinases de cogumelasnfanotivados pelo desejo
de entender e prevenir 0 escurecimento enzimagcoogumelos ou 0s vegetais, este
escurecimento ocorre quando os alimentos séo csll@dmanipulados e ocorrem na
presenca de ar. Recentemente o foco de estuddraksinases esta voltado para seu
uso em aplicacbes biotecnologicas e ambientaisn&is importantes aplicacdes da
tirosinase sdo o0 seu uso na biossintese-DOPA, a deteccdo e a quantificacdo de
compostos fendlicos em aguas, a remocao de conspestolicos de aguas residuais e

a formacao de redes de proteinas liga@assé-linked protein).

2.4.5.1 Uso da Tirosinase de Cogumelo para a PaoduDOPA

Desde 1967, a-DOPA (dihidroxi fenilL-alanina) é a droga de preferéncia para
o tratamento da doenca de Parkinson (GELB; OLIVER;MAN, 1999). Ela também
€ usada para o controle do miocéardio apoés injuewaogénica (HAQ; ALI; QADEER,
2002). O mercado mundial deDOPA é de aproximadamente 250 toneladas por ano
(KOYANAGI et al., 2005). A maior parte daDOPA vendida € produzida a partir da
vanilina e hidantoina por um processo quimico guelee oito passos de reacao
incluindo um de resolucdo enantiomérica, para sepas isdmeros formados
(REINHOLD; UTNE, 1987).

Alguns pesquisadores estudaram rotas biolégicas paroducdo de-DOPA

em sistemas que usam a ceélula inteira de diferent&soorganismos como
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Escherichia coli (LEE et al., 1996)Erwinia herbicola (KOYANAGI et al., 2005 e
Aspergillus oryzae (HAQ, ALI, QADEER, 2002; HAQ, ALI, 200f para a transformacao
deL-tirosina emL-DOPA. Entretanto, a atividade especifica destesgasos € baixa,
e tanto o substrato quanto o produto podem sodaardies secundarias inadequadas e
gerarem outros metab0dlitodAQ, ALI, QADEER, 2002.

O baixo desempenho destes sistemas de célulammstimulou pesquisas
com a tirosinase em sistemas livres de célulagaAdg maioria dos estudos utiliza a
tirosinase de cogumel@. bisporus, comercializada pela companhia Sigma. As
produtividades deL-DOPA que foram obtidas em batelada usando tiresina
imobilizada foram de 1,44 a 54 mg/(L.h) (Tabela (P)ALIS; SAVILLE, 1998;
CARVALHO; ALVES; FREIRE, 2000; SEETHARAM; SAVILLE,2002; HO; CHIOU;
CHAO, 2003; ATESet al, 2007). Infelizmente, estas produtividad®s ielativamente
baixas, isto ocorre principalmente por dois fatoRrgmeiro, a conversao detirosina
emL-DOPA adicionada é incompleta, sendo que meno®ée &consumido durante
0 processo. Segundo, apesar de parte das reagiesl&éas com a tirosina serem
evitadas em sistemas enzimaticos, parteLd20PA produzida € perdida com a
segunda reacao catalisada pela tirosinase, o gaeizdopaquinona (Figura 2). Esta
dopaquinona isomeriza espontaneamente para lewscdopo, o qual reage com uma
segunda molécula de dopaquinona, regenerando unhécutzo deL-DOPA, mas
também produzindo uma molécula de dopacromo, opplatheriza espontaneamente
para produzir melanina. Para minimizar a producdomglanina OL-ascorbato de
sédio € adicionado no meio de reacdo, este compesdtz a dopaquinona novamente
em L-DOPA, numa reacdo ndo enzimatica (Figura 2). [Eamnte, em altas
concentragcdes o ascorbato ndo soO inibe a atividederesolase responsavel pela
sintese de-DOPA, mas também inativa irreversivelmente a imase. OL-ascorbato
deve ser adicionado nas mesmas concentragoes iieoaina PIALIS; SAVILLE,
1998). O problema € quelLeascorbato é consumido durante o processo. Emibmra e
possa ser adicionado continuamente no meio redcimmegurando-se assim manter a
sua concentracdo constante, isto ndo resolverialdegma, pois o acumulo de fendis
no meio poderia ativar de qualquer maneira a vidodeacdo da melanina (ROS et
al., 1994).
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Entre os resultados mostrados na tabela 1, des¢aoarabalho de Ates et al.
(2007). Os autores usaram tirosinase imobilizada g&is de alginato de cobre;
trabalharam com um sistema continuo em leito fixougo em reator simples de
batelada. No leito fixo, eles obtiveram uma prodd#ide de 110 mg/(L.h) deDOPA
quando o ar foi borbulhado no leito, esta proddéde foi 22 vezes maior que aquele
que utilizou o reator em batelada, no qual o arfodborbulhado ATES et al, 2007).

O resultado de dois efeitos explica o porqué dadggrodutividade no leito fixo com
aeracdo. Primeiro, a relacdo entre a quantidadendiena imobilizada e o meio de
reacdo foi de 9,7 g para 2,4 mL no leito fixo e g,para 50 mL para o reator em
batelada. A razdo foi aproximadamente 80 vezesrnmaoleito fixo. Levando em
conta que o tempo de residéncia foi aproximadamEnteezes menor no leito fixo,
seria esperada uma produtividade aproximadameveeds maior no leito fixo do que
no reator em batelada. Segundo, em estudos nofieitoo borbulhamento de ar
propiciou uma produtividade 5 vezes maior do quausgncia de aeragdo. O aumento
no grau de reagdo com a aeracao ocorre devidsanma do oxigénio molecular, que
€ um substrato na reacdo. O produto destes ddisseéeaproximadamente 25 vezes,
bem proximo ao aumento de produtividade de 22 vegas foi obtido
experimentalmente.

Apesar do progresso na utilizacdo da tirosinaseroducao de-DOPA, outro
processo enzimatico envolvendo a tirosina fenskli@PL) se mostrou mais eficiente.
TPL transforma uma mistura de piruvato, amoniateocch emL-DOPA, utilizando
uma reacdo diferente. Uma vantagem € que esta &nrim possui a atividade de
difenolase, portanto ndo reage com.-®OPA produzida. A industria Ajinomoto
recentemente implantou um processo livre de célglss usa a TPL d&rwinia
herbicola e alcangcou uma concentracdo de DOPA de 110 g/ 3pdoras de reacao
(SWISS INDUSTRIAL BIOTECHNOLOGY, 2007
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TABELA 1. PRODUTIVIDADE DE L-DOPA UTILIZANDO TIROSINASE
IMOBILIZADA EM DIFERENTES SUPORTES

Método de imobilizacao Produtividade (mg/(L.h) Fong
Adsorcéo em nylon 6,6 33 (7 h em batelada) (PIALIS;
SAVILLE, 1998)
Aprisionamento em gel de4,5 (em reator de batelada) (ATES et al, 2007)
alginato de cobre 110 (em leito fixo com aeracéo)
Adsorcéo em zeolitos 34 (7 horas em batelada) (SEETHARAM;
SAVILLE, 2002)
Adsorcdo em estireno dd,4 para PSNH e 2,33 para PSCL efftO; CHIOU;
poliamino-poliestireno 30 °C CHAO, 2003)

3,9 para PSNH em 60 °C
(PSNH) e estireno deb,5 para PSCL em 70 °C (usando um

polimetilcloridro (PSCL) reator em batelada)

Adsorcdo em suporte dé&4 (com os flocos de quitosana (CARVALHO;
chitosana usando gluteraldeido como agente ALVES; FREIRE,

ligante e em um reator em batelada)2000

2.4.5.2 Uso da Tirosinase na Deteccao e QuantHficde Compostos Fendlicos

As industrias téxtil, quimicas, petroquimicas, ma®ras e de producdo de
papel produzem residuos liquidos que muitas veaatem fendis e derivados de
fendis (LEE et al.,, 1996, YAMADA et al. 200%5;HIACCHIERINI; RESTUCCIA;
VINCI, 2004). Leis ambientais cada vez mais rigoros&@® egerando uma necessidade
do desenvolvimento de técnicas analiticas para oitaramento rapido destes
compostos. As andlises tradicionalmente utilizadd® baseadas em métodos
espectrofotométricos ou cromatograficos. As novésnitas que estdo sendo
desenvolvidas incluem a eletroforese capilar, asnmensaios e biossensores. Estes
métodos apresentam maior especificidade e custsshaxos, além de um rapido e

simples processamento das amostras (YAMADA etGfl52
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Novos biossensores, para a deteccdo de composiagds, sdo baseados na
reacdo destes compostos com a tirosinase de cogimmabilizada. A imobilizacdo é
essencial porque assegura o contato entre a emzimdetector de sinal e também
previne que a enzima seja lavada do detector quaniédura € feita em amostras
aquosas (TEMBE et al., 2006). A deteccdo e a diEagéo da reacdo com o
biossensor sdo baseadas em diferentes princigio®) oa deteccdo do consumo de
oxigénio CAMPANELLA; SAMMARTINO; TOMASSETTI, 1992), reducio direta da
quinona (LI et al. 1998; HALL; BEST, 1988; LUTZ et., 1995; WANG; LU;
LOPEZ, 1994; ONNERFJORD et al., 1995) ou reducacodminona usando um
mediador redox como hexacianoferradB®NAKDAR; VILCHEZ; MOTTOLA, 1998).

O maior obstaculo para a comercializacdo destesdmnsores € a relativamente
baixa estabilidade que a tirosinase imobilizada teas condicbes de operacédo e
armazenamento. O principal fato que leva a instinle de biossensores com
tirosinase é que as quinonas podem formar radictEemediarios, tanto nas reacdes
enzimaticas quanto nas reacodes eletroquimicaseg e&licais prontamente reagem e
polimerizam para produzir compostos aromaticos podem inativar a enzima e
danificar o eletrodo (NISTOR et al., 1999).

Outro desafio para o desenvolvimento de biossessér@assegurar que as
analises possuam um custo competitivo e que sefgnuadas para um grande
namero de amostras. Provavelmente a principal gantados biossensores com
tirosinase € que eles poderiam ser utilizadositu, permitindo assim checagens

rapidas das condicbes do ambiente ou residuo adalis

2.4.5.3 Uso da Tirosinase na Remocéao de Compostudi€os e Bio-remediacao

A presenca de compostos fenélicos em agua potévgli@ de irrigacdo ou em
terra cultivada representa um perigo significanbs @ontos de vista da saude e
ambiental. Nos ultimos anos, métodos para a remegatansformacéo de compostos
fendlicos tém recebido atencdo. Numerosos métamtmgeacionais tém sido utilizados
para remover fendis de residuos liquidos industregndo estes métodos baseados em

principios quimicos ou fisicos como extracdo polvesde, oxidacdo quimica e
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adsorcdo por carbono ativadbEE; HONG; SUNG, 1996 Porém estes métodos
geralmente envolvem altos custos de operacdo erardovem completamente o0s
fendis (LOH; TAN, 2000). Além disso, eles podemaggrroblemas secundarios em
termos de efluentes. Por exemplo, os fendis claragiee sdo produzidos pelos
processos quimicos podem ser mais téxicos que mapagios originaisTOSCANO;
COLARIETI; GRECO, 2008 Alguns meétodos quimicos e fisicos, como oxidagao
adsorcao, tém seu custo justificado somente emsagomm altas concentracfes de
fenol (LUKE; BURTON, 2001SEETHARAM; SAVILLE, 2003.

Devido as desvantagens dos métodos fisicos e qpgminétodos enzimaticos e
microbiologicos tém sido investigaddSHIACCHIERINI; RESTUCCIA; VINCI, 2003.
Processos enzimaticos tém ao menos trés vantagetesc@is em relacdo a
tratamentos biolégicos convencionais. Primeiros eléo necessitam de periodo de
aclimatizacdo. Segundo, eles sofrem menos que a®onganismos com relacdo a
cargas elevadas de compostos toxicos. Terceir,séle altamente especificos e néo
geram produtos colaterais indesejados (BEVILAQUAIg2002).

Métodos enzimaticos sdo baseados em enzimas iggsl@bmo peroxidases e
fenoloxidases MURAN; ESPOSITO, 2000 Peroxidases, apesar de utilizadas
comercialmente, exigem peroxido de hidrogénio coum co-substrato, o que
complica o processo e aumenta seus Cut@&HATA; NICELL, 2000;ENSUNCHO;
ALVAREZ-CUENCA; LEGGE, 2005 Fenoloxidases incluem lacases e tirosinases.
Estas apresentam a vantagem de poderem reagir g@@nim molecular sem a
necessidade de co-substratos, o que reduz os .custhsionalmente, quando
tirosinases oxidam fenodis e outros compostos afoosatem residuos liquidos,
tipicamente o produto oxidado sera polimerizadontndo compostos insolUveis que
podem ser removidos por filtracdo ou precipitag@HIACCHIERINI; RESTUCCIA;
VINCI, 2004).

Diversos estudos tém envolvido tirosinases de moetps para a remocgao de
fendis de residuos liquidos. Edwards et al. (1988bilizaram tirosinase de
cogumelos comerciais em membranas polisulfonadesstidas com quitosana por
meio de um biorreator capilar e usaram este sisfwre oxidar uma gama de fendis

presente em efluentes sintéticos e industriaiserAocao foi eficiente até mesmo em
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baixas concentracdes de fenol, o que tipicamenteng dificuldade para métodos
fisicos e quimicos. Adicionalmente, a quitosanaaa@o-quinonas geradas durante a
reacdo, com isso reduz a inativacdo da enzima.nEheuet al. Z005 utilizaram
tirosinase deA. bisporus, imobilizada em um suporte de quitosana-algin&im,
biorreatores em escala de bancada e piloto, nas gu#oi borbulhado no meio. Mais
que 92% do fenol foi removido no reator em escaldahcada, e 60% no reator em

escala piloto.

2.4.5.4 Uso da Tirosinase na Producéo de Biopotisnenm Ligacdes Cruzadas

A industria de alimentos tem interesse em desgarolovos biopolimeros com
propriedades especificas, para uso ndo somente @wgeptes emulsificantes e
espessantes, mas também como componentes de abndenbaixa caloria e reduzido
teor de gordura. A formacédo de ligacBes cruzaddre gwolimeros naturais pela

tirosinase de cogumelos tem o potencial para prodstes novos biopolimeros.

A tirosinase forma-quinonas da tirosina e estagjuinonas conseguem fazer
ligacbes cruzadas entre proteinas, pela reacdo sews grupos amino e sulfidril
(MATHEIS; WHITAKER, 1987. Halaouli et al. Z005 utilizaram esta capacidade para
formar uma rede de proteina da caseina, usandaosintise dePycnoporus
sanguineus. O acido caféico foi oxidado pela tirosinaseg-quinona formada agiu
como adjuvantecfoss-linker) na producdo de conjugados de proteinas feitos com
lisozima, alfa-lactalbumina e beta-lactoglobulif@ALMANN; LOTZBEYER, 2002.
Anghileri et al. (2007) empregaram tirosinase gai@duzir conjugados de sericina,
um peptideo encontrado nos residuos liquidos didstinas téxteis de seda.

Aléem disso, a tirosinase foi usada na producdo ute biopolimero
polissacarideo-proteina a partir de gelatina eogaita (CHEN et al., 2002). Neste
processo, a tirosinase oxidou os residuos denaosa gelatina, que entdo reagiram
com os grupos amino disponiveis da quitosana. @sggdatina-quitosana formados

apresentaram propriedades quimicas e fisicas diéerelos géis de gelatina.
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2.4.6 Producéo, Purificacdo e Imobilizacédo de Tmases de Cogumelos

Mesmo que seja pouco provavel a viabilidade coialemro processo de
producéo de-DOPA utilizando tirosinase, outras aplicacdesidesinase vém sendo
estudadas e criam potencialmente uma demanda ptaxaemzima. Tirosinases de
cogumelos séo candidatas naturais para o estabel®@o de um processo comercial,
visto que muitos dos estudos laboratoriais envalwerenzimas deste grupo de
organismos.

A presente secéo resumidamente relaciona algunsab@dhos mais relevantes
referentes a producao e purificacdo de tirosinassogumelos. Nos dias atuais muitos
pesquisadores usam a tirosinase de fontes congeotiaxtraem a enzima dos corpos
de frutificacdo dos cogumelos. A enzima vendidaape&mpresa Sigma é
principalmente extraida do cogumefo bisporus e purificada como descrito por
Kertesz e Zito1965.

2.4.6.1 Producéo de Tirosinase em Cultura

Uma vez que os estudos sobre as aplicacfes daadasesde cogumelo mostrem
resultados promissores, grandes quantidades dentise serdo requeridas, portanto
sera necessario aperfeicoar a producao de tiresegartir da cultura micelial, quer
em cultura submersa quer em fermentagdo no es@idio.sTais estudos ndo estdo
sendo feitos visando a producdo de tirosinase,udontdiversos basideomicetos
produtores de tirosinase estdo sendo cultivadodiemeatores para a producao de
outros produtos. O conhecimento gerado nestesasstelra (til caso seja decidido
utilizar um destes macrofungos para a producao cnahele tirosinase.

Resultados qualitativos com culturas de basidedoscem placas de Petri
podem prover entendimentos sobre as condicfess@&i@spara estimular a producao
de tirosinase em cultivo submersos. Por exemplositiase esta envolvida na
producdo de DOPA-melanina e a producdo desta melaein placas pode ser
estimulada por temperaturas altas ou pela preskengantaminantes no mei®{ORE;
PALFREYMAN; WHITE, 1997; FARIA, 2004). Estes resultados sugerem que talvez
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seja possivel iniciar o crescimento micelial na geratura Otima e mudar a
temperatura de cultivo para estimular a producadirdsinase; outra alternativa &
adicionar extratos de organismos antagonistas no o cultura. Entretanto, tais
estratégias ainda ndo foram testadas em cultivoasrgo.

O Unico estudo reportado sobre a producdo derassiem cultura submersa
de um basidiomiceto foi realizado por Halaouli, ste Kruus Z005, no qual foi
produzida tirosinase intracelular de varias cepasPgcnoporus cinnabarinus e
Pycnopor us sanguineus, crescido em frascos de Erlenmeyer contendo uro liggiido
de maltose, extrato de levedura, sais e vitamiRasanguineos CBS 614.73 foi
apontado como o melhor produtor de tirosinase,nghrado uma produtividade da
atividade monofenolase de 45 U/(g.dia) e uma prodaide da atividade difenolase
de 164 U/(g.dia) (U por gramas de extrato bruto ¢a). A maior atividade de
tirosinase foi alcancada depois de uma semana,dquanmaltose foi totalmente
consumida.

Apesar de ndo haver estudos focados na otimizaggwatlucdo de tirosinase
em culturas miceliais de basideomicetos, uma ésgfiamtque inclue expressao
heter6loga desta enzima ja foi testada. Halalotliale (2006) notaram qué.
sanguineus BRFM49 produzia tirosinase intracelular em nivelativamente baixos.
Estes autores clonaram o gene desta tirosinas@spengillus niger, a secrecao da
tirosinase foi estimulada pela fusdo de uma préé&mesgja de glucoamilase de niger
na regido N-terminal da tirosinase. AD niger recombinante foi capaz de produzir
atividades de monofenolase e difenolase de 534#& W/L (U por litro de meio de
cultivo), respectivamente. Esta estratégia de espme heterbloga parece ser
promissora para a obtencdo de altos niveis den@®s de cogumelos e a secrecao da
enzima para o meio de cultura facilita sua recugéera purificacdo. Trabalhos com
microfungos mostraram o potencial desta estrat&ghnheimo et al. (2006) usaram o
promotor cbhl para uma superexpressdo homologa do dggr# de Trichoderma

reesei, obtendo concentragdes de tirosinase de 1 g/L dzaeecultura.
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2.4.6.2 Extracao e Purificacdo da tirosinase daonatgos

Quando a tirosinase € produzida a partir do cogpfsudificacdo ou por cultivo,
SA0 necessarias sua recuperacdo e purificacdo.adin de corpos de frutificacao,
cogumelos congelados sdo homogeneizados em ligadidr e entdo passados por
uma prensa frances&rench press) (BOUCHILLOUX; MCMAHILL; MASON, 1963;
HOROWITZ; FLING; HORN, 197D Acetona e sulfato de aménio em po6 sao
adicionados para precipitar a enzima e outras im@de BOUCHILLOUX;
MCMAHILL; MASON, 1963; HOROWITZ; FLING; HORN, 1970;MULLER, 1996;
FARIA, 2004). O material é ressuspenso e passadoupt Ou mais colunas
cromatograficas, melhorando assim o grau de pagfio. As colunas cromatograficas
mais comumente utilizadas contém hidroxiapatB®DCHILLOUX; MCMAHILL;
MASON, 1963), DEAE-CelluloseFAN; FLURKEY, 2004;KATAN; GALUN, 1975) ou
DEAE-SepharoseHALAOULI; ASTHER; KRUUS, 2005, além destes, varios outros
recheios tém sido usados, como resina de imundafieiKHAN; AKHTAR; HUSAIN,
2005) e gel de Sephadex (MULLER et al., 1998)CHERS; GERRITSEN;
CHAPELON, 1996. SDS-PAGE é usado para monitorar a eficiénciapdmcesso
durante os passos de purificacdo (MULLER et al9612AEMMLI, 1970). Até o
momento nao foi realizado nenhum estudo comparatire os diferentes métodos,

portanto é dificil definir qual seria o0 melhor provlo de purificacdo da enzima.

2.4.6.3 Imobilizacéo da Tirosinase

A maioria das aplicagdes da tirosinase requer dilmacdo da enzima, o qual
permite que a enzima seja utilizada repetidameftelesejavel que a preparacéo
imobilizada possua uma alta estabilidade frentesnaturantes quimicos, mudancas
de pH e altas temperaturas.

A maior produtividade em processo por batelada pgogeoducao de-DOPA
foi obtida quando a tirosinase foi imobilizada paisor¢cdo em varias formas de
zeolito. Estes resultados ndo foram obtidos someleédo a grande éarea de

superficie, mas também por que os zeolitos sadesres sequestradores de radicais
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livres, 0 que aumenta a estabilidade da tirosi(GEETHARAM; SAVILLE, 2009. Nos
casos dos biossensores para fenois e do tratamhemésiduos liquidos, a enzima tem
sido imobilizada em varios suportes e eletrodos:
* Eletrodo de carbono vitrificado revestido com umambrana de gel
Al,O3 (LIU et al., 2000);
» Eletrodo de carbono vitrificado modificado com ngaticulas de ouro
eletrodepositadas (SANZ et al., 2005);
* Eletrodo de pasta de carbono (LI et al., 1998; NDBTet al., 1999;
ORTEGA et al., 1994);
» Eletrodo de grafiteHALL; BEST; TURNER, 1988 YAROPOLOV et al.,
1995);
» Eletrodo de grafite revestido com quitosana (WANGIg 2002);
 Eletrodo de pasta de carbono com sua superficieificamth por
eletropolimerizacdo (BESOMBES et al., 1995);
» Eletrodo de compdsita de pasta de carbono (VIDA&.e2006);
» Eletrodo de pasta de carbono com um filme de puligicool (KIM et
al., 2007).

Entretanto, alguns destes métodos de imobilizagio complicados e nao
fornecem boa estabilidade a enzima ou sua adeqatatacdo (YAHSI, et al., 2005).
Os eletrodos de grafite com tirosinase imobilized@la considerados 0s mais sensiveis,
sendo capazes de detectar fenois e catecoéis enentoagbes micromolares (SEO,
SHARMA; SHARMA, 2003). Estes eletrodos combinam uatia versatilidade com
baixos custos, suas superficies sdo facilmentaneegeas e o ruido é baixo (LUTZ et
al., 1995; KIM et al., 2007).
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Esta tese almeja contribuir para uma avaliacdoadengial biotecnoldgico do
macrofungo neotropicalentinula boryana, no que diz respeito a seus polissacarideos
e a enzima tirosinase, sendo que estes dois psdéto aplicacdes importantes,
conforme demonstrado na revisdo. A revisdo tambémodstrou que existe uma
literatura restrita sobre este fungo e seus predlti® caso dos polissacarideos, o
anico trabalho anterior com este fungo foi a disggio de mestrado do proprio
doutorando. No caso da tirosinase, nao existe memstudo anterior sobre a producao
desta enzima peloentinula boryana.

Portanto, o objetivo geral deste trabalho foi o apwofundar e ampliar a
caracterizacdo de polissacarideos produzidos.pboryana, bem como produzir e
caracterizar a tirosinase do miceélio do macrofungo.

Os objetivos especificos deste trabalho cdmhmryana foram:

» Verificar o crescimento micelial e a producéo depmiissacarideos pelo
macrofungo em meio liquido;

» Purificar e caracterizar estruturalmente estesdaisgacarideos;

* |Isolar e caracterizar 0s polissacarideos presentes corpos de
frutificacdo do cogumelo;

* Produzir, isolar e caracterizar e avaliar a ci@étla tirosinase produzida
pelo micélio do macrofungo.

* Modelar matematicamente a tirosinase, adaptandonodelo proposto

na literatura as caracteristicas encontradasosrtase do macrofungo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ORIGEM E MANUTENCAO DAS LINHAGENS UTILIZADAS

A linhagem do cogumeldLentinula boryana utilizada nos trabalhos é
proveniente da colecdo de culturas de macrofungoErdbrapa Florestas-PR. Esta
linhagem foi originalmente isolada no Laboratorie Microbiologia da Embrapa
Florestas, a partir de material silvestre procesldotmorro do Anhangava, municipio
de Quatro Barras, Parana, coletado e identificadio mmicologo André de Meijer em
15 de agosto de 1999. A linhagem foi re-isoladap@rde setembro de 2002, do corpo
de frutificacdo proveniente em tora @eicalyptus grandis, de um experimentode
producéao instalado na Embrapa Florestas.

As culturas estoque foram mantidas em placas coim agar batata dextrose,
adicionado de 2% de extrato de malte, sob refrggeraa 4 °C. A cada 90 dias as
culturas foram repicadas para novas placas comsonmeneio e incubadas a 20 °C,
até a cobertura total da placa pelo micélio do ofaogo.

Os corpos de frutificagcdo que foram utilizados exgerimentos de purificacéo
e caracterizacao de polissacarideos séo origindgiaslltivo em tora&ucalyptus spp

do experimento citado anteriormente.

4.2. TECNICAS PARA CULTIVO DH.. boryana EM MEIO LIQUIDO

4.2.1 Preparo do In6culo

O pré-inoculo foi preparado a partir de culturama@se, mantidas em placas
conforme descrito no item 4.1. Um novo meio, id@mi@o das culturas estoque, foi
preparado, esterilizado e colocado em placas de &&nh 150 mm de diametro
interno. ApoOs a gelificacdo, foram inoculados naN&cos (6 mm cada) da cultura
estoque do fungo. Entdo as culturas foram incubadasscuro a 20C. Apés 14 dias
as placas foram retiradas, nelas foram adiciondfasl de agua destilada, em seguida
foram feitas raspagens da superficie do micélisaitle com algca de platina em forma

de triangulo. Esta suspenséo de micélio foi traitsiegpara um erlenmeyer de 250 ml
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previamente esterilizado. A superficie do meiddeada com 15 ml de agua destilada,
sendo posteriormente adicionados a suspensdo @éianiesta suspensado de micélio
foi denominada de pré-indculo.

O in6culo foi preparado utilizando um meio liquigooposto por FANG e
ZHONG (2002) com algumas adaptacGes, os valoreggairssdo referentes as
concentracOes dos substratos em g/L: glucose (b#ibs$5,0; peptona (Biobras) 5,0;
extrato de malte (Biobras) 5,0; Ng#*0,.H,O (Labsynth) 1,0; MgS©O7H,O
(Labsynth) 0,5; cloridrato de tiamina (Nuclear) 3),(As diferencas entre 0 meio
utilizado e o proposto pelos autores (FANG E ZHORG()2) foram a utilizagédo de
NaH,PO,.H,O ao invés de KHPO,.H,O e o0 uso de extrato de malte ao invés de
extrato de levedura, devido ao melhor desenvolvimda fungo com extrato de malte
(FARIA, 2004). Todos os materiais foram esterilza@m autoclave a 12T por 15
minutos. As solucdes de glucose (10 ml) foram déigmalas em tubos de ensaio e 0s
demais substratos (80 ml) foram esterilizados eenereyers de 250 mL. Apd6s o
resfriamento a temperatura ambiente, os substridmEm misturados e foram
adicionados 10 mL do pré-inoculo. As culturas foramantidas, sem agitacdo, no
escuro a 20°C por 25 dias. Estas culturas foram utilizadas cdmxulo nos

experimentos.

4.2.2. Cultivo em Meio Liquido com Agitacéo

Nestes experimentos, foram utilizados os mesmosednmentos € 0 mesmo
meio liquido descrito no item 4.2.1, com algumateratdes: foi utilizado como
in6culo todo o micélio desenvolvido nos erlenmeydrs250 mL (21 dias de cultivo
sem agitacdo). O micelio foi separado do meio pwaddo em peneira de aco inox.
Este micélio, juntamente com 20 mL de agua destilastéril, foi colocado em
liquidificador com copo de aco inoxidavel e tritdoapor 7 segundos. Esta suspenséo
de micélio foi filtrada em peneira e o material foletado em proveta graduada. O
volume de suspenséo foi completado para 250 mLagm destilada. A suspensao de
micélio foi transferida para erlenmeyer e foi chdmde in6culo. Foram utilizados 10

mL do inoculo para cada 90 mL de meio novo. Nesigerimentos os erlenmeyers
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foram mantidos no escuro, sob agitacdo em agitadwntal (120 rpm), a 20C. Os

tempos de cultivo variaram conforme o experimento.

4.2.3 Primeiro experimento de cultivo deboryana em meio liquido (Cultivo 1)

Neste experimento inicial, foram analisados o0s uis¢gs parametros:
crescimento micelial (massa micelial seca); consdenglucose do meio; producao de
exopolissacarideos; atividade enzimatica (tirogha® micelio; alteracdo do pH do
meio de cultivo.

Foram preparados 24 erlenmeyers (250 mL), cadaaimum volume total de
meio de 90 mL, conforme descrito no item 4.2.1.tée$rascos foram inoculados 10
mL de suspensao de micélio. Os frascos foram n@ngan agitacdo (120 rpm) e a
cada 7 dias, trés deles foram retirados e subnsetid® seguintes procedimentos:

» Determinacéo do pH do meio em pHmetro;

* Retirada de uma amostra do meio liquido (1,5 mLjapaosterior
guantificacdo da glucose, estas amostras foranzamadas a -20C.

* O micélio do meio foi separado do meio por filtragin papel filtro sob
pressao reduzida. O micélio, de cada frasco, f@da com 50 mL de
agua destilada, para retirada dos exopolissacaridesle aderidos. O
micélio foi seco por liofilizacdo e sua massa deirada em balanca
analitica. Em seguida, o micélio foi armazenado?28 °C, para
posteriores analises.

O meio de cultivo e a 4gua de lavagem foram redszi® volume em
rotavapor. Os polissacarideos e demais macromagadd meio foram
precipitados com 3 vezes 0 volume de etanol gelddomomento da
adicao do etanol, foi observada a presenca ou aaséle precipitados
consistentes, ou seja, precipitados que poderianmeseados do meio
enrolando-os em um bastao de vidro. Estes predqstboram chamados
de Polissacarideos-bastdo. Depois da adicdo dmletmhado e da
retirada do precipitado-bastéo, a mistura foi naané - 20°C overnight.

ApOs este periodo, o material precipitado remamésdei separado do
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meio por centrifugacdo. Este material precipitadd ¢hamado de
Precipitado-centrifugacdo. Os precipitados obtittoem lavados com
etanol absoluto (99%) e entéo liofilizados, pesaasmazenados a —20
°C. O somatorio das massas do Polissacarideo-bagdaoPrecipitado-

centrifugacao foi denominado de Precipitado-total.

4.2.4. Efeito da Alimentagéo de Glucose no Crescim®licelial (Cultivo II)

Os procedimentos utilizados foram iguais aos descnos itens 4.2.2. e 4.2.3.,
apenas foram feitos trés tratamentos diferentes:
* No primeiro grupo de frascos o0 meio continha tamoautrientes;
* No segundo grupo nao foi adicionado a glucose ao;me
* No terceiro grupo foi adicionado glucose (35 g/ap6s 22 dias de
cultivo.
Os primeiros trés frascos (primeiro ponto) de cadeammento foram retirados
apos oito dias de cultivo e os demais pontos fareimados a cada sete dias. Neste
experimento, foram avaliados 0s seguintes paramiatiassa micelial seca, consumo

de glucose, pH e producéo de exopolissacarideos.

4.2.5 Composicdo Monossacaridea dos EPS ObtidoSuitgos (1, 11)

Foi determinada a composicdo monossacaridica dbssacarideos obtidos
durante os Cultivos. Para isto foram selecionadasrastras:
» CI35DF15 (Cultivo I);
« CII 36DF21; Cll 36DF20; CIl 36DF4 (Cultivo I1);
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4.3. ESTUDOS QUIMICOS DOS POLISSACARIDEOS IDEboryana

4.3.1 Obtencéao e Purificacdo do Exo-polissacanideduzido pot. boryana

O cultivo deL. boryana em meio liquido, conforme descrito no item 4.2@i.,
mantido em agitacdo por 30 dias consecutivos. Aggis periodo, o micélio foi
separado do meio por filtracdo sob presséo redwemd papel de filtro qualitativo. O
micélio foi lavado com agua destilada trés vezesn€o de cultivo e a agua de
lavagem do micélio foram agrupados e reduzidosaliemne em evaporador rotatério.
O material foi submetido ao processo de gelo eldegesultando em uma fracéo
solivel em agua e outra insolavel. O material ingell foi dialisado por 24 horas em
sacos de dialise MWCQrblecular weight cut-off) de 6 a 8 kDa. Este material foi
denominado Extrato Bruto. O Extrato Bruto foi tcdacom reativo de Fehling,
conforme item 4.3.8.5. O material soluvel em Feahlfioi submetido a 5 processos
seguidos de gelo e degelo. O material precipitadsdiubilizado com solucéo 2 M de
NaOH e novamente dialisado e liofilizado. O mateioa congelado e degelado por
mais cinco vezes. O processo de purificacéo foiito@to por analise da RMNC e

pela composi¢cdo monossacaridica e HPSEC.

4.3.2 Obtencdo e Purificacdo de PolissacarideoGlwpos de Frutificacdo de.

boryana (Experimento 1)

Neste experimento 0os cogumelos secos e moidogré2bas) foram extraidos
inicialmente com solucédo de metanol:cloroférmidlflsob agitacdo, em temperatura
ambiente, por 8 horas. O residuo obtido foi extraéth agua fervente por 2 h. O
Extrato Aquoso 1 foi reduzido de volume em rotavap@recipitado com 3 volumes
de etanol absoluto. O precipitado foi separado @w niquido por centrifugacéo,
sendo posteriormente ressolubilizado em 4gua ésaliml em membrana de dialise
com poros de limite de exclusdo de 6 a 8 kDa MW@Osolucdo contendo os
precipitados foi congelada e descongelada, geramdsobrenadante e um precipitado

em agua fria (4°C). O precipitado formado foi tratado com soluca Fkhling,
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conforme descrito no item 4.3.8.5. O material p&tlo com reativo de Fehling foi
novamente dialisado e submetido a um novo procdssgelo e degelo e outra
precipitacdo com reativo de Fehling. Esta amostienominada PF2-CLbS, foi
submetida a uma ultrafiltracdo em membrana comspoomn limite de excluséo de
300 kDa. Esta ultrafiltracdo foi repetida com a&a retida na membrana. O material
eluido no primeiro processo foi, entdo dialisadoneembrana com limite de excluséo
de 30 kDa. Neste processo de ultrafiltracdo, fdizatlo nitrogénio gasoso para
fornecer a presséo necessaria para a eluicao dararpela membrana. O processo de
purificacdo foi monitorado pela composicdo monaoaddiza dos polissacarideos
obtidos, por RMN¥C e por HPSEC.

4.3.3 Extracdo de Polissacarideos dos Corpos défi¢agdo de L. boryana

(Experimento II)

Neste Experimento Il foram utilizados outros 10@lgy cogumelos secos e
moidos, estes cogumelos utilizados foram proveesernte uma outra colheita e
ficaram armazenados em sacos plasticos lacradesng’dr, na temperatura ambiente.
O esquema do processo de extracao utilizado esttrtado na figura 3. A amostra de
cogumelos foi submetida a uma deslipidificacdo smcdo de metanol:cloroférmio
(1:1). O residuo deste processo foi extraido coua dgrvente por diversas vezes até
gue néao fosse verificado a presenca de agucarestraio, o que foi monitorado pelo
método de fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956).r€siduo da extragdo com agua
fervente foi extraido com solucdo de KOH 1% fereeait reacdo negativa do extrato
com fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956). O residia extracdo anterior foi extraido
com solucdo da KOH 10% até que néo fosse verifieaggesenca de acucares no
extrato. Nas extragcdes com alcalis, foram adicioad®0 mg de boroidreto (NaBH

Os extratos obtidos foram acidificados com acidétieo glacial, até pH 4,5.
Quando ocorreu precipitacdo com acido, a misturecéatrifugada a 10.06@. O
material precipitado e o sobrenadante foram ditisa congelados e liofilizados.

Quando ndo ocorreu a precipitacdo com acido acéticeolucdo foi dialisada e
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reduzida de volume em rotavapor, estes extrat@sfalenomindados Extrato Aquoso
2, Extrato KOH 1% e Extrato KOH 10%

Lentinula boryana (cogumelos secos e moidos) I

Illllllllllllllllllllllllllllllllll
EXtrato || «m— 1 Metanol:Cloroformio (1:1) 25°C, 60 mir }
OrganlC( | R R R R R R R R RERERERRRERRERRRRRRRRRRERRET

Residu

I Extrato Aquoso 2 I lE..".....Xg.u.a.;e.r\./t;r:t:.""..us
-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.

I Residur I
I EXtrato KOH 1% I lElllllllIT<IOI|:|I1IO/IOIf;rI\/IeInTtIIIIIIIIE
-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.

I Residu I
I Extrato KOH 10% I Ellllllll}zlohl 1(.)(;/;Felr:/é;]tllllllll5
-IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.

Residu

FIGURA 3- ESQUEMA DE EXTRACAO DE POLISSACARIDEOS [BOCORPOS
DE FRUTIFICACAO DEL. boryana

4.3.4 Processo de Purificacdo de Polissacaridebstdato KOH 1%

O Extrato KOH 1% foi submetido a procedimentos ddfigacdo. O Extrato
KOH 1% foi precipitado com etanol absoluto (3 voks) foi submetido a um
processo de gelo e degelo. O material soluvel ho gealegelo foi precipitado com
Reativo de Fehling (item 4.3.8.5). Ap0s a segundecipitacdo com reativo de
Fehling, o material foi passado sequencialmentadeas membranas de dialise com
poros com limite de excluséo de 1000 kDa e 500 Kbaaterial retido na segunda
membrana (500 kDa) foi aplicado em uma coluna dé&BBEepharose, a qual foi
eluida com agua e concentracfes crescentes déisalecNaCl. As fracdes obtidas
foram analisadas quanto a composicdo monossaaritis polissacarideos, por
RMN-**C e por HPSEC.



34

4.3.5 Processo de Purificacdo de Polissacaridebstdato Aquoso 2

O processo de purificacdo de polissacarideosidagaom agua fervente foi
similar ao utilizado com o extrato KOH 1%, apenasféita uma coluna de troca

ibnica apos a didlise em membrana com poros coiteloe exclusdo de 1000 kDa.

4.3.6 Processo de Purificacdo de Polissacaridebstdato KOH 10%

Diferentemente dos demais extratos, no Extrato KIO% ocorreu precipitacéo
guando foi feita a adicdo de &cido acético até {3 @ precipitado foi submetido ao
processo de congelamento e degelo. A porcéo inslohas agua fria (etapa anterior)
foi solubilizada em solucdo de KOH 10% e preci@tadvamente com acido acético.
O precipitado obtido foi solubilizado parcialmerdem a solucdo A do reativo de
Fehling. O precipitado e o sobrenadante foram selparpor centrifugacéo a 8.6@0
Ao sobrenadante foi adicionada a Solucdo B de mghlgerando uma fracéo
precipitada e outra solavel no reativo de Fehlfaguspensao formada foi separada
por centrifugacdo. O material solavel foi novameat&lificado com &cido acético até
pH 4,5. O precipitado obtido foi dialisado, liofdm e analisado por RMAC e

metilacéo.

4.3.7 Reprocessamento das Fracdes Soluveis e iRrdagpno Reativo de Felhing do
Extrato KOH 1%

Para melhorar o grau de purificacdo dos poliss@easi presentes no extrato
obtido com KOH 1%, as fracOes precipitadas e na&wipitadas com reativo de
Fehling foram novamente submetidas a um exaustivoegso de gelo e degelo. Este
processo gerou amostras soluveis (PF-SOL e SF-2@igstras que formaram um gel
(PF-GEL e SF-GEL) e amostras que ficaram insolumai$orma de um p6 no fundo
dos recipientes (PF-PO e SF-PO). A amostra PF-RGsubmetida a mais dois
processos de precipitacdo com reativo de Fehlirganglo fracfes sollveis e

precipitadas. A amostra PF-SOL foi novamente predp com reativo de Fehling, foi
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solubilizada em agua e dialisada em membrana comqgaon limite de excluséo de 30
kDa. A fracdo eluida nesta membrana foi aplicadaiera nova membrana de 10 kDa,
gerando uma fracdo eluida e uma retida nesta mambfa amostra SF-SOL foi

submetida a mais dois processamento com reatiehkkng. As fracbes de interesse

foram as que nao precipitaram com o reativo.

4.3.8 Analise Estrutural de Polissacarideos

4.3.8.1 Determinacdo da Composicdo Monossacadoisdolissacarideos

A amostra foi solubilizada em TFA (acido trifluoético) 1 M, e mantidas em
estufa a 100C por doze horas (GORIN et al., 1996). Apds hidelia amostra foi
evaporada a temperatura ambiente. O material fgdda, contendo monossacarideos,
foi ressolubilizado em agua destilada e reduzida adicdo de boridreto de sédio, por
12 h a temperatura ambiente (WOLFROM; THOMPSON,3896 A reducéo foi
terminada pela adicdo de resina catibnica até &ratidade. Entdo o material foi
lavado quatro vezes com metanol. Apds esta etagaitm a acetilacdo dos derivados
reduzidos com anidrido acético e piridina (1:1) MWBOM; THOMPSON, 1963b).
Apods 12 h a acetilagdo foi interrompida pela adidéogelo moido e os derivados
acetilados foram extraidos com cloroférmio. Foraiat diversas lavagens da fracéao
cloroformica com solucdo de sulfato de cobre 5%)(paté que nao ocorresse
alteracdo na coloracdo da solucdo de sulfato deec®a fracdo cloroformica foi
adicionado carbonato de sodio anidro para a retidadagua. Esta fracéo foi filtrada e
coletada em frasco de vidro. O frasco foi mantidert para evaporar o cloroférmio,
os derivados foram solubilizados em acetona e satils por Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM), raddizaam um cromatografo a gas
VARIAN, modelo 3.300 acoplado a um espectrometrondssa de marca FINNIGAN
MAT, modelo ITD 800, equipado com coluna capilarsileca fundida (30 m x 0,25
mm d.i.) revestidaPB-225 ou DB 210um. Os seus valores dg & seus perfis de
fragmentacdo de massa foram comparados com paaldigss acetato (Sigma Co.).

Foi utilizada a seguinte rampa de temperaturaaeky da temperatura em 8D por
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um minuto, elevacdo até 220C (40 °C/min) e a temperatura foi mantida
isotermicamente até o final da corrida (25 min)héio foi utilizado como gas de

arraste (fluxo de 1 mL/min).

4.3.8.2 Analise das Ligacdes Glicosidicas dos fatarideos por Metilacédo

Os polissacarideos foram dissolvidos em DMSO eraimesuas hidroxilas
metiladas por iodeto de metila em meio fortemedgdo (NaOH pulverizado). Apos
12 h o processo de metilacdo foi interrompido Eelacdo de gelo moido e acido
acético. Os derivados metilados foram extraidos ctoroformio. Apos a lavagem
com agua destilada e a secura do material, f@ &ehidrélise com acido formico 45%
(v/iv). A mistura foi mantida em estufa a 100 por 15 horas e depois deixada a
temperatura ambiente em vidro de relogio até arae€umaterial foi solubilizado em
agua e reduzido com boroidreto de sddio deuteraddd h a temperatura ambiente.
O material foi lavado, acetilado e analisado cantobdescrito no item 4.3.8.1, apenas
a temperatura final da rampa foi de 215 foi (WOLFROM; THOMPSON, 1963b;
CIUCANU; KEREK, 1984).

4.3.8.2.1 Analise das Ligactes Glicosidicas porilktio pelo Método de Haworth

Os materiais (10 mg) em estudo foram colocadostm de hidrélise e
solubilizado em 3 mL de solucédo de NaOH 40% (ntfgla solucéo foi mantida sobre
agitacdo constante e foram adicionados lentamebtenD de dimetil sulfato (DMS).
Apo6s 10 minutos de intervalo, foram adicionadosasu0,5 mL de DMS, este ciclo de
intervalo e adicéo foi repetido 5 vezes. A reagdionfantida por 24 horas e entéo
foram adicionados mais 3 mL da mesma solucdo deHNa@oram repetidos os 5
ciclos de adicdo de DMS (HAWORTH, 1915). Ap6s ma& h, o material foi
neutralizado com acido acético, foi seco em lipditlor e hidrolisado utilizando o
método de Saeman (SAEMAN et al., 1954). O matéoiasolubilizado com 0,5 mL

de uma solucao de,HO, a 72% (v/v) e foram adicionados 4 mL de agua ldelsti A
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hidrélise foi realizada em estufa a 180 por 14 horas. O material hidrolizado foi

acetilado e analisado conforme descrito no iten84L3

4.3.8.3 Andlise por Ressonancia Magnética NucleaCatbono-13 (RMNZC)

As amostras foram dissolvidas em@ou DMSO (deuterado) conforme a
analise. Entdo foram colocadas em tubos de RMN ihen5de didmetro interno e os
espectros de ressonancia magnética nuclear de ncatl3o foram obtidos em
espectrometro BRUKER, Advance, DRX 400. Os espsati® RMN de™*C foram
obtidos com o carbono desacoplado em 100.24 MHa pantcleo dé*C, sendo
realizadas varreduras de 50 a 100sgahs, utilizando o DMSO & 2.40,6¢39.70) ou

acetonady 2.22,6¢ 30.20) como padréo interno.

4.3.8.4 Precipitacdo de polissacarideos com solde&eehling

Os polissacarideos soluveis ou insolUveis no gsmee gelo e degelo foram
submetidos a purificagdo com reativo de FehlingNHS; STOODLEY, 1965). Este
reativo consiste de duas solucfes (A e B). A solug® composta por tartarato de
potassio e sodio e KOH, enquanto que a B consestlfiato de cobre. O material foi
primeiramente solubilizado na solucdo A e em segtod adicionada a solugao B. O
precipitado foi separado por centrifugacdo. Tanprexipitado quanto o sobrenadante
foram dialisados em sacos de dialise com poroslcoite de exclusdo de 8 kDa. As

amostras foram liofilizadas e analisadas conforaseiito no experimento especifico.

4.3.8.5 Degradacao Parcial de Smith

Os polissacarideos foram dissolvidos em agua esedos de periodato de
sodio (NalQ) até atingir uma concentracéo final de 0,05 MoAigao foi mantida por
72 h na auséncia de luz. O processo de oxidacadmtirrompido pela adicdo de
etileno glicol e dialise exaustiva contra agua emte. A solucdo foi reduzida com
NaBH; (pH 9-10) por 24 h (ABDEL-AKHER et al., 1952; DYER956; HAY;



38

LEWIS; SMITH, 1965). Em seguida, a amostra foiadat com resina cationica (pH
7,0), dialisada por 48 h e submetida a hidrélisgaaparcial.

Os polissacarideos previamente oxidados com Nli@m solubilizados em
agua, a hidrolise acida parcial foi realizada @elgdo de TFA até pH 2,0 e refluxo
em banho com agua fervente por 30 min. Entdo a teanés dialisada, em agua
corrente, em membranas com limite de exclusao ld@a2por 24 horas. A mistura foi
liofiizada e a amostra foi armazenada numa tenperade -20°C para futuras

analises.

4.3.8.6Determinacédo da homogeneidade das fracbes por HPSEC

Para esta andlise as amostras foram dissolvidagaanMILLI-Q, filtradas em
membranas MILLIPORE de 0,2@m e analisadas por cromatografia de excluséo
estérica de alta eficiéncia (HPSEC). As amostraanfosolubilizadas em nitrito de
sédio 0,1 mol.[* contendo azida de sédio (NaN3) 0,2 hdu agua MilliQ para uma
concentracdo final de 2 mg.mLsendo filtradas através de membrana de acetato de
celulose com tamanho de poro equivalente a @22Em seguida foram aplicadas em
cromatégrafo de exclusdo estérica de alta pre$$8EC) WATERS equipado com
detector de indice de refracdo diferencial, mod@TERS 2410, e com detector de
espalhamento de luz em multiangulos WYATT TECHNOLQGnodelo DAWN
DSP-F. Foram utilizadas, em série, 4 colunas dpgwheacdo WATERS com limites
de exclusdo de 1 x 104 x1C, 8 x 1d, 5 x 1. O eluente utilizado foi uma solucéo de
nitrito de s6dio (NaNO2) 0,1 mol.l-1 contendo azitkasédio (NaN3) 0,2 g1, com

fluxo de 0,6 mL.miff, monitorado através de bomba peristaltica WATERS 5

4.4 ESTUDOS SOBRE A TIROSINASE PRODUZIDA PQRboryana

A tirosinase dd.. boryana foi obtida a partir do seu micélio desenvolvido em
meio liquido. Conforme descrito no item 4.2.2. Mesecdo sera abordada a
metodologia referentes a sua extracdo, purificagéaracterizacdo da tirosinaselde

boryana.
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4.4.1 Ensaio de Atividade da Tirosinase no Extdatdlicélio

Os ensaios foram feitos utilizando um volume fig@ 1,5 mL de meio
reacional. Primeiramente foi adicionado 0,15 mltatepéo fosfato de sédio (50 mM,
pH 6,8), 1,3 mL de solucdo deDOPA e, por ultimo, 0,05 mL de extrato do micélio
de L. boryana. A quantidade dea-DOPA adicionada foi calculada para dar uma
concentracao final de 10 mM ou outro valor, confrdescrito no experimento. A
atividade enzimatica foi determinada pela variag@oabsorbancia (475 nm) em
espectrofotometro da marca Fento 7@0s. Os resultados estdo apresentados em
Unidades enzimaticas (U). Uma unidade enzimatica definida como sendo
equivalente a uma alteracdo de 0,01 unidades dwbd@neia a 475 nm por minuto.
Estes procedimentos foram baseados nos ensaidiwidade descritos por Masamoto
et al. (1980).

4.4.2 Determinacdo da Atividade de Tirosinase ncéhb del. boryana

O micélio seco (20 mg) de boryana foi colocado em tubo de ensaio de parede
espessa juntamente com 0,4 mL de tampao fosfasddie (50 mM) e cinco bolinhas
de vidro. O micélio foi triturado emortex por um minuto. O extrato obtido foi
centrifugado em centrifuga dpendorf por 3 min a 13000 rpm. Entdo a atividade de

tirosinase do sobrenadante foi analisada confoeserdo no item 4.4.1.

4.4.3 Comparacédo entre o Miceélio Melanizado e Na&taekizado

Foi feito um cultivo em meio liquido como descrito item 4.2.2. Apés 21 dias
de cultivo, em alguns frascos de cultivo o micé&mL. boryana ficou escuro, em
outros frascos o micélio ficou claro. Foram retirme@mostras (10 g) de micélio umido
com diferentes coloracdes de micélio (claro e @céy metade destas amostras (5 Q)
foi liofilizada e outra metade foi suspensa em 1@entampéo fosfato (pH 6,8, 0,05

M), e passada em prensa francesa, gerando osoestr@iados de “Claro Fresco” e
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“Escuro Fresco”. (BOUCHILLOUX; MCMAHILL; MASON, 198; HOROWITZ;
FLING; HORN, 1970). O micélio seco por liofilizack passado em prensa francesa
juntamente com 14,5 mL de tampao fosfato (pH 6,85 M). Os extratos obtidos
foram centrifugados e o sobrenadante foi coletaggrando os extratos “Claro
Liofilizado” e “Escuro Liofilizado”. As atividadegnziméticas dos micélios foram

determinadas conforme descrita no item 4.4.1.

4.4.4 Influéncia da Contaminacdo na Atividade deosinase pelo Micélio dé.

boryana em Meio Liquido

O micélio deL. boryana foi preparado e cultivado em meio liquido conforme
item 4.2.2. Apés 9 dias de incubacdo &@@0em shaker a 120 rpm, 12 dos 24 frascos
foram inoculados com umplug de BDA contendo uma cultura recente Labatinula
edodes e a temperatura foi alterada para°8 A cada 2 dias, trés frascos de cada
tratamento foram retirados, o micélio foi drenaddicgilizado. A atividade de

tirosinase do micélio foi analisada conforme déscro item 4.4.2.

4.4.5 Efeito da Presenca do Meio na Atividade deslnase dé&. boryana

Para verificar a influéncia da presenca do meiocdévo na producao de
tirosinase porL. boryana, o micélio foi cultivado em erlenmeyers de 250 mL,
mantidos em agitador orbital a 20, conforme descrito no item 4.2.2. Apoés 21 dias, o
micélio e o meio foram colocados assepticamentegeatro garrafas de Roux. As
garrafas foram colocadas em estufa a°G0por sete dias. Apds este periodo, duas
garrafas foram inclinadas de forma que o meio dévouque envolvia o micélio
ficasse afastado do mesmo. ApdOs dois dias o miag® garrafas foi coletado, o

micélio foi seco em liofilizador e sua atividade determinada conforme item 4.4.2.
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4.4.6 Efeito da Temperatura na Atividade de Tirasendd.. boryana

Neste experimento, foram testadas as temperatara8,®2, 25, 28, 30, 32, 35,
40, 42 e 45C. O substrato e o tampéao foram colocados em talsndaio e incubados
nas temperaturas de reacdo por 2 min em banhouteiagento. Apds este periodo,
foi adicionado o extrato do miceélio. A mistura fansferida para uma cubeta de vidro
e foi feita a leitura em espectrofotdmetro. Apds dsitura a cubeta era incubada no
banho de aquecimento na temperatura testada. Anciad#o a cubeta era retirada e a
absorbancia era medida novamente. Foi feita unag&el entre a absorbancia e o
tempo em minutos e a atividade enzimatica foi eslenpelo coeficiente angular da
linha de tendéncia desta relacao.

Foram utilizados nestes experimentosyRBle extrato de micélio melanizado,
1000pl deL-DOPA (4 mg/ml) e 97%1l de tampéao fosfato (pH 6,8, 0,05 M).

4.4.7 Efeito da Pré-incubacdo do Extrato em Difieemperaturas na Atividade de

Tirosinase dé.. boryana

Foram feitos dois experimentos. No primeiro, dsaaraliquotas de extrato de
micélio melanizado foram incubadas durante 10 mas memperaturas de 25
(temperatura ambiente), 40, 45, 50, 55, 60, 70880 °C. No segundo, outras

aliquotas foram pré-incubadas a°@por 0, 1, 2, 5, 7 € 10 min.

Nestes dois experimentos, as atividades enzimatiesduais foram
determinadas conforme descrito no item 4.4.1, ntengeratura de 23C. Foram
utilizados nestes experimentos | #5de extrato de micélio pré-incubado, 1Q0@leL-

DOPA (4 mg/ml) e 97%ll de tampéo fosfato (pH 6,8, 0,05 M).

4.4.8 Efeito do pH na Atividade de Tirosinase.dboryana

Neste experimento foram determinadas as influémwagpHs 8,0; 7,6; 7,0; 6,6;
6,0; 5,6; 5,0; 4,6; 4,0; 3,6; 3,0 na atividade erxdica do extrato de micélio
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melanizado. Para isto foram utilizados dois tampdestrato-fosfato (3,0 a 7,0) e o
fosfato (6,0 a 8,0), os tampbes foram preparadodonme descrito por Stoll e
Blanchard (1990). A atividade enzimética foi deteiada conforme descrito no item

4.4.1.

4.4.9 Efeito do Substrato na Atividade Enziméatio&atrato Bruto dé.. boryana

Neste experimento, foram utilizados extratos de éhauc melanizados e
liofilizados preparados conforme descrito no ite#.2l A atividade enzimatica foi
determinada conforme descrito no item 4.4.1. Ap@rpdes de substrato, tampéo e

extrato de micélio estao descritos na tabela 2.

TABELA 2- DIFERENTES PROPORCOES DOS COMPONENTES AIMIDADE
ENZIMATICA

Concentragdo ~ SUBSTRATO TAMPAO (L) EXTRATO

final (uL) (ML)
3,95 mg/mL 1975 - 25 ul
2 mg/mL 1000 975 ul 25 ul

1 mg/mL 500 1475l 25 ul
0,5 mg/mL 250 1725l 25 pl
0,25 mg/mL 125 1850 25l
0,125 mg/mL 62,5 1912 25l

4.4.10 Purificacdo da Tirosinase do micélid_dboryana

A cultura de micélio dé&. boryana em meio liquido, conforme descrito no item
4.4.2, foi mantida no escuro e sob agitacdo patid8em 20C, ap0s este periodo os
frascos foram transferidos para sala climatiza8@ ‘€ e mantidos sob agitacédo. Apos
certo periodo de 15 dias, quando os micélios finagacurecidos, os frascos foram
retirados, foi feita a extracdo da tirosinase pgelasagem do micélio e tampao em

prensa francesa. O extrato obtido foi centrifugadnsobrenadante foi separado. Este
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extrato foi mantido sob agitacdo em banho de geldi@onado lentamente o sulfato
de amb6nio moido até 60% de saturacdo. A solucamémitida sob agitacdo por 18
horas, a 4C. A mistura foi centrifugada, o sobrenadante &sahrtado e o precipitado
coletado.

Com o objetivo de aumentar o grau de purificac&etiear a melanina presente
no precipitado, foram testadas diferentes técnidasprimeira técnica a amostra foi
ressuspensa em tampao fosfato de sodio (0,05 Mg, 8} entdo foram adicionados
dois volumes de acetona gelada (<1f) lentamente e sob agitacdo constante. A
suspensao foi centrifugada em centrifuga refriged10°C a 12.008g por 10 min.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado dhibgdizado duas vezes com o
mesmo tampdo. A atividade enziméatica foi determanadnforme o item 4.4.2
(HOROWITZ; FLING; HORN, 1970).

Em outras trés tentativas para eliminar a meladmaxtrato, a amostra foi
solubilizada e aplicada em colunas de exclusaodskphG50 e G100 e uma coluna de
troca ibnica (DEAE Sepharose), todas de 20 mL de.l&s colunas de excluséao
foram eluidas com tampao fosfato (0,05 M, pH 6,8) BEAE Sepharose foi eluida
com um gradiente de NaCl de 0 a 1 M. As fracbemI3 foram coletadas e suas
atividades foram verificadas conforme o item 54.1.

ApOs estes testes iniciais, foi padronizado o msaele producéo e purificacdo
de tirosinase de. boryana. Apds a producao do micélio, extracdo em prenseésa
e a precipitacdo com sulfato de amoénio a 60% deasgto, a amostra foi solubilizada
em tampao e aplicada em coluna de troca idnica BApharose) com 50 mL de
leito, foram feitas duas lavagens da coluna conp&mentao foram feitas eluicoes
com agua e com crescentes concentracbes de NdCl,(0M). Foram coletadas
fracbes de 5 mL. As atividades enzimaticas foramerdenadas e as fracées com
atividade enzimatica igual ou superior a 50% deidede maxima foram agrupados.
Estas fracdes tiveram seus volumes reduzidos paotrifogacdo em tubos
CENTRICON-MILLIPORE com limite de exclusédo de 5 ke diferentes etapas do
processo de purificagdo foram analisadas conforuee atividade enzimatica total,

concentracdo de proteina, atividade especificajdatie recuperada e fator de
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purificacdo. Também foi feito uma eletroforese désrante (SDS-PAGE) para

acompanhar as etapas de purificacéo, conformeditérl.

4.4.11 Eletroforese (SDS-PAGE)

A eletroforese realizada foi a do tipo SDS (SDS-EAGutilizando-se dodecil-
sulfato de sédio como desnaturante. Para a comfadasi placas de gel, foi utilizado
um molde (duas placas de vidro e separadores die@crO molde foi preenchido até
1 cm da borda superior com solucdo de acrilamida,a% (gel de corrida). Apos a
polimerizagédo, o molde foi completado com acrilaan&d 4% (gel de alinhamento).
Neste gel de alinhamento foi colocado um molde aéi@, em formato de pente,
para a formacdo dos pocos onde foram aplicadasnastias de proteinas. Apos a
corrida em cuba eletroforética, as placas de gahnioccoradas com Coomassie Blue
(Brilliant Blue R Sigma B 0630), 1 g; acido acétigtacial, 200 mL; alcool
isopropilico, 300 mL; agua bidestilada, 1.300 mkt @8 horas O gel foi descorado

com solugcdo de metanol:acido acético: agua (3(LAEMMLI, 1970).

4.4.12 Determinacao da Concentracao de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada pelo métod@rdéford (1976) pela formacéo

de um complexo com o corante Coomassie G.

4.4.13 Efeito do Substrata-DOPA) na Atividade Catecolase da TirosinaselLde

boryana

A atividade enzimética foi determinada conformecdé&s no item 4.4.1. As
proporcdes de substrato, tampéao-fosfato de s6@ion(d) e extrato de micélio/extrato

da enzima comercial (SIGMA) estédo descritos nalé&abe
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TABELA 3- PROPORCOES DOS COMPONENTES PARA ATIVIDADBA
TIROSINASE

CONCENTRACAO SolucdoL-DOPA( 34,61 TAMPAO EXTRATO

FINAL (mM) mM) em (ul) () (V1))
0,25 10,8 1439,2 50,0
0,5 21,7 1428,3 50,0
1,0 43,3 1406,7 50,0
2,0 86,7 1363,3 50,0
3,0 130,0 1320 50,0
4.0 173,3 1276,7 50,0
5,0 216,7 1233,3 50,0
6,0 260,0 1190 50,0
8,0 346,7 1003,3 50,0
9,0 390,0 1060 50,0
10,0 433,3 1016,7 50,0
15,0 650,0 800 50,0
20,0 866,7 583,3 50,0
25,0 1083,3 366,7 50,0
30,0 1300,0 150 50,0

4.4.14 Efeito do Captopril na Atividade da Tirosealel. boryana

Para avaliar o efeito do captopril ([25]-N-merca@tmetil-propionil]-1-
prolina) na atividade da tirosinase deboryana, foram feitos ensaios utilizando as
concentragOes de 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20 e 30 mM-DOPA e concentracdes de
Captopril de 0, 50, 75, 100, 150, 2@®1. Todas as concentracdes de substrato foram
avaliadas com todas as concentracfes de Captpriondicdes de ensaios foram as
mesmas descritas no item 4.4.1, a Unica difererqpaeéos 15Qul de tampéao fosfato

foram substituidos por solucdes adequadas de Gdptop

4.4.15 Modelagem Matemética dos Dados CinéticoEmainase dé.. boryana

Para ajudar interpretar o efeito da concentragéosubstrato na atividade
catecolase, utilizando tanto a tirosinaseldeéboryana quanto a enzima comercial
(SIGMA), um programa desenvolvido na linguagem F@RN foi utilizado para
resolver um sistema de equacdes diferenciais, dkmkizio mecanismo apresentado

por Cabanes et al. (1987), usando a sub-rotina DIRKRara uma maioria dos
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parametros, os valores apresentadas por Cabanals @987) foram usados. Os
parametros que ndo constavam no modelo deles fosanos para ajustar o modelo
aos dados experimentais. A programacao e ajustadadss foram realizados pelo

mestrando em engenharia da UFPR Wellington Balmant.

4.4.16 Comparacdo do Modelo Matematico com os DaHrperimentais da

Tirosinase dé.. boryana

O modelo resolvido em FORTRAN, baseado em Cabahed. (1987), foi
comparado com os dados experimentais obtidos caagsntes concentracdeslde
DOPA: 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20 e 30 mM. Os ensailodticos procederam-se conforme

item 4.4.1 e as dilui¢cdes a partir da solucdo dmBDocorreram conforme tabela 3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CULTIVO DEL. boryana EM MEIO LIQUIDO

Os experimentos sobre cultivo de boryana em meio liquido foram
desenvolvidos com o intuito de obter micélio em rijgade suficiente para a
producdo de tirosinase, secdo 5.3, e também paldeacdo de exopolissacarideos

(EPS) que foram utilizados nos experimentos retexios a secdo 5.2.1.

5.1.1 Primeiro Experimento - Cultivo Micelial de boryana em Meio Liquido
(Cultivo 1)

Este primeiro experimento serviu para caracterzgperfil de crescimento
micelial, o consumo de glucose e a producéo deadisspcarideos, item 4.2.3.

Durante os primeiros 7 dias ocorreu pouco cresdimencelial e ndo houve
variacao significativa no pH (figura 4). Apos oist dia ocorreu decrescimo do pH
de 6 para aproximadamente 3, observado no décimmtogdia. Este comportamento
do pH do meio ja havia sido observado anteriormpata o cultivo dé.. boryana em
meio solido (FARIA, 2004). Esta caracteristica témbfoi por diversas vezes
observada para outros basidiomicetos, e ocorreddeai producdo e liberacdo de

acidos orgéanicos, como &cido oxalico (CHANG; HAYES78).

Com relagdo ao consumo de glucose, pode ser alolgeque entre 0°2 o 14
dia o micélio se desenvolveu de £)6 g/L para 3,20,6 g/L (figura 4), no mesmo
periodo a concentracdo de glucose permaneceu otnstproximadamente 43 g/L
(figura 5). Este desenvolvimento micelial sem comsude glucose indica que o
microorganismo esta utilizando outras fontes dbaras, provavelmente provenientes
do extrato de malte e da peptona. Comportamentibasifoi anteriormente relatado
para o basidiomicetGanoderma lucidum (WAGNER et al., 2004).
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FIGURA 4- CRESCIMENTO MICELIAL E VARIACAO DO pH DURNTE 56 DIAS,
CULTIVO DE L. boryana EM MEIO LIQUIDO
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FIGURA 5- CONSUMO DE GLUCOSE E PRODUCAO DE POLISSARIDEOS
DURANTE 56 DIAS, CULTIVO DEL. boryana EM MEIO LIQUIDO.

Entre o décimo quarto e o vigésimo primeiro diarceu um crescimento rapido

micélio passando de 3Q,6 g/L a 13,22,3 g/L, o que foi acompanhado de um
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consumo elevado de glucose, que diminuiu de 43pgha 22,44,07 g/L. Entre o
vigésimo primeiro e o quadragésimo segundo digscamento micelial (13;2,3 g/L
para 15,%1,2 g/L) e o consumo de glucose (24407 g/L para 12;61,57) foram
menores. Neste periodo, portanto, ocorreu um dgorésa concentracao de glucose
de 10 g/L e o micélio aumentou sua concentracacapraximadamente 3 g/L. O
coeficiente de rendimento de biomassa a partilusoge foi, portanto 0,3 g/g. Entre o
quadragésimo segundo e o quadragésimo nono diagaasma diminuicdo da massa
micelial, indicando lise celular.

Durante o cultivo foi acompanhada a producdo dep@issacarideos pelo
micélio delL. boryana, mas o meio utilizado possui outras macromolécutasaoc
proteinas que séo precipitadas juntamente comlssgcarideos pela adicdo de etanol
(item 4.2.3). Como esta precipitacdo conjunta, @lesgacarideos e proteinas, interfere
a correta quantificacdo dos exopolissacarideo,dodse meios alternativos os quais
eram isentos de proteinas, mas nao foram obtidesltados satisfatérios no
crescimento micelial (dados ndo mostrados). Pasailpbtar a quantificacdo real do
polissacarideo produzido, foi feita uma diferen@agentre Polissacarideo-bastéo
(retirado com bastdo de vidro) o Precipitado-cargeacdo que foi obtido apos
centrifugacdo da mistura de etanol e o meio, eewifitado-total (Polissacarideo-
bastdo + Precipitado-centrifugacdo) conforme dsno item 4.2.3.

Na figura 5 pode ser observado que até o vigésinmuepo dia da fermentacéo
o Precipitado-total permanece constante e ndosvebsbter o Polissacarideo-bastéo.
No vigésimo oitavo dia foi obtido o Polissacaridestdo, que também foi encontrado
no trigésimo quinto e no quadragésimo segundoRbatanto a efetiva producéo de
EPS potL. boryana iniciou-se apenas no vigésimo oitavo dia.

Com visto a producédo de Polissacarideo-bastdaeooarfase onde ndo ocorre
muita variacdo na massa micelial (figura 4). Tami@gode ser observado que no
guadragésimo nono dia, onde a massa micelial dimipastante este Polissacarideo-

bastdo nao foi possivel de ser obtido (figura 5).
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5.1.2 Efeito da Alimentacdo com Glucose no Cultied.. boryana em Meio Liquido
(Cultivo 11)

Neste experimento, foi verificada a importancia aticdo de glucose no
desenvolvimento de. boryana e na producéo de EPS, descrito no item 4.2.4. Foram
utilizados trés tratamentos diferentes, no primgmgpo de frascos foram colocados
todos os nutrientes do meio (FANG et al., 2002)segundo grupo nao foi adicionada
a glucose em nenhum momento da fermentacdo e eneramiro grupo foi feita a

adicdo de glucose apos 22 dias de fermentacamroomfesquema da figura 6.

SEM GLUCOSE + ADICAO
COM GLUCOSE SEM GLUCOSE DE GLUCOSE

1° DIA 1° DIA 1° DIA

22° DIA | < Adicao de
glucose

36°DIA ¥ 36°DIA v 36°DIA v

FIGURA 6- ESQUEMA PARA AVALIAR A INFLUENCIA DA ADICAO DE
GLUCOSE NO DESENVOLVIMENTO MICELIAL DEL. boryana EM MEIO
LIQUIDO.

Nos primeiros 14 dias (figura 7) ocorreu pouca rdiiga entre o que 0
crescimento micelial dos frascos com e sem gluegsessim como no Cultivo |, a
glucose é pouco consumida nos primeiros 14 diamb@&m pode ser observado que a
glucose é parcialmente consumida logo apos a sgaocadigura 8, mostrando assim
sua importancia para o desenvolvimento do mic8laauséncia de glucose o micélio
se desenvolveu fracamente, mas, apos a adicaceoaam forte crescimento micelial
(figura 7). Com este experimento, ficou evidenciggde a presenca ou auséncia de

glucose influencia o desenvolvimento micelialLd&oryana.
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Os valores de pH dos meios diminuiram (figura 9. 2 dia os valores
encontrados foram de 3,0 com glucose e 3,7 senogpuSete dias apds a adicdo de
glucose os valores de pH ficaram proximos a 3,8tapto com a adicdo de glucose
ocorreu uma diminuicdo do pH do meio, o que prolaggrte esta relacionado com o
aumento da atividade metabdlica e a maior proddedacidos organicos como acido
aceético, acido succinico e acido oxalico (CHANG;\HS 1978).

Sobre a producéo de Polissacarideo-bastdo, mosteafigura 10, pode ser que
a glucose € essencial para a sua producédo. Naodrasie foram alimentados com
glucose no 22dia, a producéo de Polissacarideo-bastdo foisateisto era esperado

uma vez que na maioria das vezes EPS produzidomporofungos é principalmente

constituido poB-glucanas (WAGNER, 2003).

Com glucose

= = Sem glucose
777777 Glucose Alimentada

micélio (g/L)

Tempo (dias)

FIGURA 7- EFEITO DA ALIMENTACAO DE GLUCOSE NA PRODQAO DE
MASSA MICELIAL DE L. boryana EM MEIO LIQUIDO
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FIGURA 8- RELACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL E O CONSMO DE
GLUCOSE DEL boryana EM MEIO LIQUIDO COM ADICAO DE GLUCOSE
APQOS 22 DIAS DE CULTIVO
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FIGURA 9- VARIACAO DO pH NA PRESENCA OU NAO DE GLUGSE NO
MEIO DURANTE O CULTIVO DEL. boryana EM MEIO LIQUIDO.
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FIGURA 10- INFLUENCIA DA PRESENCA OU AUSENCIA DE GUCOSE NA

PRODUCAO DE POLISSACARIDEO-BASTAO.
Barras de erros referentes ao desvio padréo dastraso

5.1.3 Analise da Composicdo Monossacaridea dogpERItizidos nos Cultivos | e |

Os dados mostrados na tabela 4 sdo referentesgosigdo monossacaridica
dos dois cultivos realizados. Os dados mostram predominancia de manose e

glucose.

TABELA 4- COMPOSICAO MONOSSACARIDEA DOS POLISSACAREOS-
BASTAO DE AMOSTRAS DOS CULTIVOS | E I

Rendimentos Monossacarideos (mol %Y
Fracoes (g/L) Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
CI35DF15 0,33 0,7 tc 16 20,1 3,7 72,9
Cll 36DF21 0,42 1,0 - 2,5 174 20 77,0
Cll 36DF20 0,02 0,8 14 19 30,7 45 60,6
Cll 36DF4 0,58 1,0 2,9 2,0 16,2 3,1 74,7

CI35DF15: Frasco 15, do 35° dia do cultivo I; G8D8-21: Frasco 21, do 36° dia do Cultivo Il (com
glucose); Cll 36DF20: Frasco 20, do 36° dia doiGulil (sem glucose); Cll 36DF4: Frasco 4, do 36°
dia do Cultivo Il (com alimentacéo de glucose n® @a3a).

(1) Analisado em GC-MS apos hidrdlise 4cida tatducéo (NakH4) e acetilacéo.
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5.2. ESTUDOS QUIMICOS DOS POLISSACARIDEOS Ideboryana

5.2.1 Estudos Quimicos dos Polissacarideod..dboryana Produzidos em Meio

Liquido

Durante os Cultivos | e Il foi possivel verificanese o meio de cultivo fosse
armazenado a -20C, quando descongelado ocorria a formacdo de ucipfeso
insoluvel. Entdo foi feita uma nova fermentacdoapabter o precipitado em
guantidade suficiente para sua purificacdo e andlla figura 11 pode ser visualizado
0 gel de exopolissacarideo formado apds o gelogelaedo meio de cultivo. Esta
amostra foi submetida mais duas vezes ao procesgeld e degelo. Para a analise por
RMN-**C a amostra foi liofilizada e resolubizada em dihsetiféxido deuterado, mas
0 polissacarideo em solucdo de DMSO formou um gstalnte espesso, ndo sendo
possivel a obtencdo do espectro de RMBDI-Este fato j4 havia sido observado nas
amostras de polissacarideos dos cultivos anteri@Q@as isto, foram feitas tentativas
de diminuir a viscosidade do gel formado. A altéu@a mais adequada foi
solubilizagdo com reativo A do reativo de Fehlirggieda de uma tentativa de
precipitacdo com o reativo B de Fehling (item 45.8Com estes procedimentos nao
ocorreu precipitacdo dos polissacarideos, entetambuve um aumento da
solubilidade (d4gua e DMSO) do material, sendo pessi analise poRMN-*C. N&o
foi encontrada na literatura nenhuma explicacda pate fato, mas é possivel que a
concentracdo elevada de alcali na Solucdo A deirfgelfKOH, 250 g/L) tenha
desestabilizado a estrutura terciaria dos polis&ba@s, aumentado sua solubilidade
nos solventes (DMSO e agua).

O espectro de RMNEC, figura 12, mostrou sinais caracteristicos dackmp
glicosidica do tipg-(1— 3), nas regides de 102.9 ppm (C-1) e de 86.3 [ipB3).(Os
sinais na regido de 68.5 ppm séo referentes a iGa@ld, enquanto o C-6 livre
apresenta assinalamento em 60.9 ppm.

O resultado da analise da composicdo monossawrii EPS foi bastante
similar aos dados encontrados para o0s polissacaritb@stdo obtidos nos dois

primeiros cultivos (tabela 4), mostrando também predominancia de glucose e
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manose, 74 e 21%, respectivamente. Também foiicetd a presenca de pequenas
guantidades de galactose (1,25%) e xilose (3,5%¢sar da quantidade significativa
de manose encontrada (21,2%), nao foi observadd dan manose O-substituida no

espectro de RMN3C, isto pode ter ocorrido devido & maior quantiddaglucana.

FIGURA 11- ASPECTO GERAL DO POLISSACARIDEO PRODUZIDPORL.
boryana EM MEIO LIQUIDO (NOVO CULTIVO)
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FIGURA 12- ESPECTRO DE RMRC, DO EPS PRODUZIDO POR boryana EM
MEIO LIQUIDO
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O processo de precipitacdo com reativo de Feliethorou a solubilizacdo
dos polissacarideos. Mesmo com esta melhora, os$sspchrideos obtidos
apresentaram baixa solubilidade em agua, dificdtiam utilizacdo de colunas de gel
permeacdo no processo de purificagcdo. Como alieanpaira a purificacdo, foram
feitos diversos processos de gelo e degelo. O ssgumostrado na figura 13
representa as etapas do processo de purificacéropelissacarideos de boryana,

conforme descrito no item 4.3.1 dos materiais eodui.

Crescimento do micélio deL entinula boryana em meio liquidc

........-....:......:
[Cctie Je— i

Meio de cultivc

I Extrato Brute = Reducéo do volume em rotava }

= Gelodegel =

LbMI sEEEEE
o o

* Fehlinc 2M &
EEEER AN EEEEEEEEEENEEENEEENF EEEEEN .llllllllllllllll:
. Gelo /degel . . Gelo /degel .
S EEEEEEEEEENEENEENENEE L | M EEEEEEEEEENENENENENE [ |
T R Ry NI
Fracdes Soluveis Fracdes Soluveis
LBMI- LBMI-
sl; s2; s3; s4; sH sS6; s7; s8; s9; s1

FIGURA 13- ESQUEMA DE PURIFICAC}AO DE EXO-POLISSACABEOS
PRODUZIDOS POR.. boryana EM MEIO LIQUIDO

LbMI: Precipitado do meio de cultivo precipitado mmcesso de gelo e degelo
LbMS: Material soltvel no processo de gelo e degelo

LbMI -SF: Precipitado do meio de cultivo ndo préeigo com reativo de Fehling
LbMI-(s1), (s2), (s3), (s4), (s5): Fracdes soluvemsprocesso de gelo e degelo
LbMI (p): Material precipitado obtido ap6s cincapessos de gelo e degelo
LbMI (p2): Material precipitado obtido ap6s dez ggssos de gelo e degelo
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Na tabela 5 sdo observadas as alteracbes ocorm@ascomposicao
monossacaridica e nas massas dos precipitadosemadantes dos processos de gelo
e degelo. Como visto, o material soltvel no reatied-ehling (LbMI-SF) é composto
principalmente de glucose e manose. Também podebservado que com 0s cinco
primeiros processos de gelo e degelo ocorreu uneatonma proporcao de glucose de
76,7% (LbMI-SF) para 95,0% (LbMIp). Por outro la@ds, primeiras fracfes soluveis
(LbMI-s1 e LbMI-s2) apresentam maiores concentragiiiemanose que as demais.

Como visto o material insoluvel apds cinco procesde gelo e degelo,
apresentou 95% de glucose (LbMIp). Esta amostradinibilizada em NaOH (2 M) e,
apos didlise em agua corrente, foram feitos outiso processos de gelo e degelo.
Com estes procedimentos era esperado um aumem@parcao de glucose, mas as
concentragdes de glucose variaram de 95,0% no Llipilig 88,2% no LbMIp2. Visto
estes resultados as caracterizagdes quimicas feedizadas com a amostra submetida

a cinco processos de gelo e degelo (LbMIp).

TABELA 5- COMPOSICAO NMONOSSACARI'DICA DAS FRACOES QBDAS NO
PROCESSO DE PURIFICACAO DE EPS PRODUZIDOS PIORoryana

Rendimentos Massa

(mg) Monossacarideos (mol %"
Fracdes %
Xyl Man Gal Glc

LbMI-SF 100 295,5 3,6 22,0 1,3 76,7
LbMI-s1 27,1 80,2 6,9 27,9 1,6 63,6
LbMI-s2 13,8 40,8 6,3 19,1 tc 74,0
LbMI-s3 18,5 54,6 2,1 7,1 - 90,8
LbMI-s4 5,0 14,8 2,9 54 - 91,7
LbMI- s5 4,3 12,8 2,9 6,0 - 91,1
LbMIp 31,3 92,4 0,3 4.7 - 95,0
LbMIp2 14,1 41,7 2,4 9,4 - 88,2

(1) Analisado em GC-MS ap6s hidrélise acida tataducéo (NabH4) e acetilagéo.

tc: trago

ver lista de siglas da figura 13

O espectro de RMNC da amostra LbMlp, figura 14, mostra sinais nadeg
de 103.0 e 86.0 ppm, os quais sdo respectivamandeteristicos de C-1 e C-3, de
glucose, ligados em configuracéo do tpd sinal end 68.5 é referente a C-6 ligado,

ja sinais de C-6 livre séo visualizados na regeio 6i1.1.
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FIGURA 14- ESPECTRO DE RMNC DA FRACAO LbMIp EM MeSO-ds (70 °C)

A amostra LbMIp foi submetida a degradacdo pardal Smith. A fracdo
resistente a degradacédo (LbMIp Smith) apresentmoammposicdo monossacaridica
glucose (76%) e manose (24%). Portanto ocorreu wmento na concentracao de
manose de 4,7% para 24%, isto mostra que a glymwasante ndo era apenas formada
por ligacdes (1. 3) a qual é resistente a degradacao parcial ddrSmit

O espectro de RMN de carbono-13 de (LbMIp-Smitipyesentado na figura
15, possui 12 sinais. Os sinais com maior intedgidemd 103.0, 86.2, 76.4, 72.9,
68.5 e 61.0 sdo referentes aos carbonos C-1, C-8, C-2, C-4, e C-6,
respectivamente, de unfa(l- 3)-D-glucana. Estes deslocamentos concordam com
assinalamentos descritos para outfaél - 3)-D-glucanas (CARBONERO et al.,
2001). Atraves dos dados da literatura os demaggssioram atribuidos. O sinal edn
101.7 é referente a C-1 de manose piranosidicddigan configuracdo do tipm, o
sinal em 78.7 é referente a C-3 ligado de managsegsidica, enquanto o0s sinais 73.5;
69.4; 66.1 e 61.1 foram atribuidos aos C-5, C-2Z €-C-6 de unidades de manose
piranosidica (SMIDERLE et al., 2006)
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FIGURA 15- ESPECTRO DE RMNC, DA AMOSTRA LbMIp APOS
DEGRADAGCAO PARCIAL DE SMITH EM MgSO-ds(70°C)

Os resultados de RMNC estdo de acordo com a andlise de metilacdoatabel
6. As anélises de metilacdo e RM{G das amostras LbMIp e LbMIp-Smith fornecem
fortes indicios sobre os polissacarideos presemesamostra (LbMIp-Smith)
apresentou apenas derivados parcialmente metitafErentes as unidades de glucose
e manose ligadas em O-3 (2,4,6-8k& e 2,4,6-MgMan). Como era esperado, com 0
processo de degradacao parcial de Smith ocorreu dimmuicdo dos derivados
parcialmente metilados referentes aos terminaisloge e de glucose (2,3,4-M¢y/l e
2,3,4,6-MgGlc), bem como ocorreu uma diminuicdo dos derivadsrentes aos
pontos de ramificagdo da manose e glucose (2 SAste e 2,4-MgGlc).

Através da analise de metilacdo de LbMIp, podeobservada a presenca do
terminal de xilose piranosidica (2,3,4-M#l, 1,7%), de uma cadeia principal de
manose piranosidica ligada em O-3 (2,4,6Mn, 3,4%) e unidades de manose
piranosidica dissubstituida em O-3 e O-4 (2,6, 2,5%) que séo referentes aos

pontos de ramificacdo da cadeia principal.
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TABELA 6- ANALISE POR METILACAO DOS POLISSACARIDEO®BTIDOS
DO MEIO DE CULTIVO LIQUIDO (MODIFICADO DE FANG,; ZON5 2002)

Acetatos de aldit6is LBMI  LBMIp LBMI-Smith  Tipo de ligacio®
parcialmente O-metilados®” mol%  mol % mol %

23.4-Mexyl 0.4 1,7 i Xylp-(1-
2,3,4,6-MgGlc 191 29,1 0,9 Glep-(1-
2.4,6-MeGlc 215 31,3 818  _3)-Glop-(1-
2,4,6-MgMan 7,9 3,4 15,5 - 3)-Mamp-(1-
2,3,6-MeGilc 8,1 tc - -4)-Glep-(1-
2,4,6-MeGal 1,0 - - -3)-Gap-(1-
2,6-MeMan 11,8 2,5 tc -3,4)-Mamp-(1-
2,6-MeGlc 6,3 - - -3,4)-Glgp-(1-
2,.4-MeGlc 213 320 13 .3,6)-Glp(l-
2,4-MeMan 2,6 - - -3,6)-Gap-(1-

(1) Analisado em GC-MS apés metilacdo, hidrélisdatotal, reducéo (NaB2D4) e acetilacéo.

(2) Baseados nos derivados acetilados parcialn@mtetilados.

Estes resultados sugerem a presenca de dois paligkgs, uma xilomanana e
uma B-glucana. Estes polissacarideos serdo discutiduarastamente. Na figura 16
esta representada a estrutura mais provavel patidormanana produzida pok.
boryana. Este polissacarideo é composto por uma caderzipal de manose
piranosidica (figura 16-A) com ligacGes do tipgl - 3) e pontos de ramificacdo de
O-4 manose ligadas (figural6-B). Os dados de ngétilaugerem que ha dois pontos
de ramificacdo a cada cinco unidades da cadeizipain e provavelmente estes
pontos de ramificacdo estdo substituidos por tenisimdo redutores de xilose

piranosidica (figura 16-C).
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FIGURA 16- POSSIVEL ESTRUTURA PARA a-(1- 3)-XILOMANANA
PRODUZIDA PORL. boryana EM MEIO LIQUIDO.
(A) -3)-Mamp-(1-, (B) -3,4)-Mam-(1-, (C) xylp-1-

N&o foi encontrado nenhum relato na literatura steutiras similares a esta
para qualquer fungo do géndrentinula (Lentinus), portanto este é o primeiro relato
de uma xilomanana para o género Lentinula. Umandlmana foi isolada do micélio
de Armillaria mellea, esta contém uma cadeia principal de manose aamdes do
tipo a-(1-3), substituida em O-4 por cadeias laterais de-@#b-Xylp-D-Xylp
(BOUVENG; FRASER; LINDBERG, 1967). Também foi relda umao-(1- 3)-D-
xilomanana dePolyporus tumulosus, mas esta possui uma cadeia principalode
(1- 3)-D-manose piranosidica substituida em O-2 por cadatasais de xilobiose
(revisado por BARRETO-BERGTER; GORIN, 1983). Apodeggradacao controlada
de Smith, foi possivel a visualizacdo de sinais'¥z de manose, que s&o muito
similares aos sinais d&C de xilomananas obtidas a partir de corpos d#itagso de
Flammulina velutipes (SMIDERLE et al.,, 2006) e de glucoranoxilomanana d
Tremella mesenterica (VINOGRADOV et al., 2004).

As andlises das composi¢cdes monossacaridicasatapelos EPS produzidos
por L. boryana mostraram que o EPS possui teores de manose eilak, x
respectivamente, de 21,2 e 3,5%, pressupondo oS €®is monossacarideos
compdem apenas esta xilomanana, entdo, aproximatmen quarto do EPS

produzido poLt. boryana € composto desta xilomanana.
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Como visto os resultados da composicdo monossaaridostram uma
predominancia d#3-(1- 3)-D-glucana em LBMIp, os resultados das analises de
metilacdo ndo sao diferentes. A metilacdo de LBMipstrou predominancia de
derivados referentes aos terminais ndo redutazeglutose (figura 17-C) (2,3,4,6-
Mey-Glc, 29,1%), a glucose O-3 ligada (figura 17-A)4(B-Me-Glc, 31,3%) e
glucose dissubstituida em O-3 e O-6 (figura 17B3{Me2-Glc, 32%). Como visto,
estes derivados tém proporcdes bastante similare30¢o), isto indica que este
exopolissacarideo é bastante ramificado, possuimo® proporcdo de um ponto de

ramificacdo para cada duas unidades da cadeiagainc

o o
OH o4
o o C Ejizgjc
2 )]

H OH
HO . Ho O, HO °. Ho ©
'"D D D [:I D“—
ol OH OH
L B A

]
B " A il

n

FIGURA 17- POSSIVEL ESTRUTURA  PARA (-(1- 3)-D-GLUCANA
PRODUZIDA PORL. boryana EM MEIO LIQUIDO
(A) -3)-Glop-(1- (B) -3,6)-Glp-(1- (C) Glep-(1-

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhleziomados ag-(1- 3)-D-
glucanas com ramificagdes em C-6 de fungos e mawgos (CHIHARA et al., 1970;
MAEDA et al.,, 1988; WASSER; WEIS, 1999). Desta gana trabalhos foram
selecionados alguns relacionados aos EPS de ofturggs para comparar 0S
resultados obtidos com o EPSldéyoryana.

Uma dasB-D-glucanas mais estudadas de fungos é a lentirfa(h—(3)-D-

glucana) delentinula edodes, este polissacarideo possui uma cadeia principal
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composta de unidades de glucose ligadas por ligagfie tipo 3-(1-3) com
ramificacbes em O-6, sendo uma ramificacdo para cawco unidades da cadeia
principal (SASSAKI; TAKASUKA, 1976). Um exopolissaddeo similar a lentinana,
com trés ramificacbes para cada cinco residuosadeia principal, chamado de
pestalotana, foi caracterizado por Misaki et al98d), este polissacarideo foi
produzido em meio liquido pétestalotia sp. 815.

A escleroglucana derivada 8eerotium glucanicumtem massa molar entre 1,3
x 10° e 6,0 x 16 Da, as ramificacdes de glucose estéo distribuspdarmente a cada
trés unidades da cadeia principal. A escleroglucdntia doSclerotium glucanicum
tem menor massa molar, aproximadamente 1,8 &0 possui uma ramificacéo para
cada cinco ou seis unidades da cadeia principalgldeose. A epiglucana, de
Epicoccun nigrum, também é um@-D-glucana com esqueleto formado por ligacdes
do tipo B-(1-3) com duas substituicbes em O-6 a cada trés si@@GHEN;
SEVIOUR, 2007).

Exopolissacarideos produzidos por cultivo submeesdaliferentes espécies de
Pleurotus apresentaram composicdo e estrutura semelhantegoli®sacarideo
estudado apresentou baixa solubilidade em aguae daj atribuido a elevada massa
molecular. Com andlises de metilacdo, RMS-e degradac&do parcial de Smitbi
possivel a caracterizagdo do mesmo como sendofufha 3)-D-glucana com uma
ramificacdo em O-6 para cada duas ou trés unidatkescadeia principal
(GUTIERREZ, PRIETO, MARTINEZ, 1996).

5.2.2 Polissacarideos dos Corpos de Frutificacdaatenula boryana

5.2.2.1 Obtencéo e Purificacdo de PolissacaridessCarpos de Frutificacdo de

boryana (Experimento 1)

O esquema descrito na figura 18 é referente aa®taplizadas no processo de
purificacdo de polissacarideos obtidos a particalpo de frutificacdo de. boryana.
Neste primeiro experimento os polissacarideos farbtidos a partir de uma extracao

com agua fervente por duas horas, gerando o ExAioso 1. A tabela 7 demonstra
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a composicdo monossacaridica das fragdes obtidds pecesso. Como descrito no
item 4.3.2, foi feito um trabalho inicial utilizaod frac&do soltvel no processo de gelo
e degelo. As precipitacdes com reativo de Fehliag ¢om que ocorre-se uma
diminuicdo da concentracao de glucose nas frage€3LBS e PF2-CLbS. O fato mais
inusitado foi que com a ultrafiltracdo em membrdaa@800 kDa diminuiu a proporcéo
de glucose, tanto que foi possivel detectar a pgasda fucose, monossacarideo que
nao havia sido detectado nas fracdes anteriores.

Com as analises de HPSEC, demonstradas na fi@uriilpossivel verificar
gue a fracdo precipitada em Fehling (PF2-CLbS)smmtava-se heterogénea. Com a
ultrafiltracdo ocorreu a predominancia de um pioas a amostra ainda nao estava
homogénea. Na figura 20 € feita uma comparacdoadasstras retidas nas duas
sequéncias de ultrafiltacdo em membranas com pmrolienite de exclusdo de 300
kDa, onde pode ser observado uma diminuicdo detdotnantes” da amostra, mas
ainda a amostra continuava heterogénea. Devidoaatigade escassa de amostra,
optou-se por fazer as caracterizacdes quimicasmiesten retida por duas vezes na
membrana de 300 kDa (TZR2-PF2-CLbS).

TABELA 7- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBDAS
DURANTE A PURIFICACAO DE POLISSACARIDEOS DO CORPO ED
FRUTIFICACAO DEL. boryana

Monossacarideos (mol %"

Fracoes
Fuc Xyl Man Gal Glc

CLbS 11,3 17,4 71,3
PF-CLbS 8,5 26,2 65,3
PF2-CLbS 13,9 36,3 49,8
TZR-PF2-CLbS 9,4 0,4 17,5 44.5 28,1
TZR2-PF2-CLbS 9,9 18,5 48,5 23,1
TZE-PF2-CLbS 55 26,5 68,0
TRE-PF2-CLbS 13,3 48,3 38,5

(1) Analisado em GC-MS ap0s hidrdlise 4cida tatducédo (NaBk) e acetilagéo.
Obs.: Ver lista de siglas figura 18
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| Lentinula boryana (cogumelos secos e moidos) |
.llllllllllllllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Il
| |

Extrato | <« ... etanol:Cloroformio (1:1) 25C, 60 min  ;
organico
I Residuo I

Agua 100°C, 120 min

Extrato Aquosol

. Precipitacdo 3 vol de etanol E

Precipitado (CLb)

= Gelo/degelo 3X =

CLbS I CLbl I

= Fehling =

| PF-CLbS | | srcws |

+ G/D + Fehling 2 :1

Messssszsususeant l I—>| TZR-PF2-CLbS |
| pr2-CLbs |

= Membrana 30s
s kDa - TZE-PF2-CLbs |

Membrana 30 kDa .

| TRE-PF2-CLbS | | TRR-PF2-CLbS |

FIGURA 18- ESQUEMA DO PROCESSO DE EXTRACAO E PURTRICAO DE
POLISSACARIDEOS DOS CORPOS DE FRUTIFICACAO DE. boryana

CLb: Precipitado etandlico;

CLbS: Fracgéo soltvel no gelo e degelo;

CLbl: Fragédo insoltvel no gelo e degelo;

SF-CLbS: Fracéo ndo precipitada no reativo de reghli

PF-CLbS: Frag&o precipitada no reativo de Fehling

PF2-CLbS: Fragéo precipitada duas vezes com red¢eehling
TZR-PF2-CLbS: Fragao retida na membrana de didesg00 kDa (MWCO)
TZE-PF2-CLbS: Fracao retida na membrana de didésg00 kDa (MWCO)
TRR-PF2-CLbS: Fragéo retida na membrana de didésg0 kDa (MWCO)
TRE-PF2-CLbS: Fracao retida na membrana de didéisg0 kDa (MWCO)
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0.06
B — PF2-CLbS
B — TZR-PF2-CLbS
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FIGURA 19 — PERFIL DE ELUICAO DAS AMOSTRAS PF2-CLhSZR-PF2-

CLbS E TZR2-PF2-CLBS (HPSEC)

PF2-CLbS- Fragao soluvel no gelo e degelo predpitam reativo de Fehling

TRZ-PF2-CLbS- Fracgéo precipitado duas vezes cotivoede Fehling e retido na membrana de 300 kDa.
TRZ2-PF2-CLbS- Fracdo precipitado duas vezes cativoede Fehling e retido duas vezes na membrana de
300 kDa

A andlise de RMN dé’C da amostra TRZ-PF2-CLbS (figura 2@dica a
presenca de C-1 de galactose piranosidica em coa¢@oa na regido de 98.7 ppm,
em 67.2 ppm ha um sinal de C-6 ligado. O sinal elede terminal redutor de-D-
manose é observado em 102.2 ppm e o C-L-deose tem 101.7 ppm. O sinal na
regido de 15.7 ppm é referente a;Qtd terminal redutor de fucose. As analises de
metilacdo indicaram a presenca de derivados parerde metilados de 2,3,4-Mric
(12%) e 2,3,4,6-Mg¢Man (21%), referentes aos terminais néo redutoeefudose e
manose, respectivamente. Foram detectados outmpgadizs referentes a cadeia
principal de galactose ligada em O-6 (2,3,4:Gk, 32%) e pontos de ramificacao
galactose ligada em O-6 e O-2 (3,4-Kal, 35%). Portanto, as analises de metilacéo e
RMN-'*C indicam a presenca de uma heterogalactana ouméumgalactana com
cadeia principal formada por galatopiranose comchgs do tipa(1- 6). Esta cadeia
principal € bastante ramificada em O-2 por ternsirdeé manose ou fucose, sendo

aproximadamente uma ramificacdo para cada duaadesda cadeia principal.
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FIGURA 20- ESPECTRO DE RMNC FRACAO TZR2-PF2-CLbS EM fD (70°C)

A andlise bidimensional de HMQC relaciona os sidai€arbono-13 com os de
hidrogénio das moléculas em analise. Comparandasssalamentos obtidos no
experimento de HMQC, figura 21, com os dados daditira, pode-se fazer as
seguintes atribuicdes: Os sinais em 5.05/102.1 pgm referentes a H-1/C-1 de
unidades de manose piranosidica de terminais mimores. Os sinais em 5.07/101.7
ppm H-1/C-1 sdo de unidades de fucose piranosidecasnstante de acoplamento
determinada foi déc.; 4.1 =174 Hz, este valor é caracteristico de configuwacdOs
assinalamentos em 5.11/98.7 e 4.98/98.6 ppm, coistanaies de acoplamento de
1h1= 176 Hz €Jc.q y.1= 175 Hz, séo referentes a H-1/C-1 de unidades-glalactose
piranosidica O-2 substituida e 0O-2,6 dissubstitufdapectivamente. Os sinais em
3.97/77.3 ppm sao referentes a H-2/C-2 de unidddexO substituidas de galactose
piranosidica. Em 3.72/73.6 ha sinais de H-5/C-fedainais néo redutores de manose
sinais em 3.89/67.3, 3.72/67.2 e 3.63/67.3 saceawrtes a H-6/C-6 de unidades de
galactose O-6 substituida (ALQUINI et al., 2004hass em 3.89/61.5 e 3.75/61.4 sé@o
H-6/C-6 de unidades de manose piranosidica de riarsnndo redutores, sinais em
3.55/62.9 e 3.63/62.9 sdo de H-6/C-6 terminaisoemanose (SMIDERLE et al.,
2006).
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FIGURA 21- ESPECTRO DE HMQC DA AMOSTRA TZR2-PF2-Cib

Assim como encontrado nos corpos de frutificaca@ Ld boryana, as
heterogalactanas tém sido caracterizadas em dsvetsasidiomicetos como
Ganoderma applanatum (USUI; IWASAKI; MIZUNO, 1981), Pleurotus
ostreatoroseus, P. ostreatus ‘Florida’ (ROSADO et al., 2003)Fomitopsis pinicola
(USUI et al., 1981)Lentinula edodes (SHIDA et al., 1975)Flammulina velutipes
(MUKUMOTO; YAMAGUCHI, 1997) Armillaria mellea (BOUVENG; FRASER;
LINDBERG, 1967) d_aetiporus sulphureus (ALQUINI et al., 2004).

Em 1975 SHIDA et al. (1975), trabalhando com corpesfrutificacdo de
Lentinula edodes, isolaram e caracterizaram uma heterogalactanaitodatde uma
cadeia principal de galactopiranose com ligacoespaa-(1 - 6) com substituicdo no
C-2 por unidades de L-fucopiranose ou D-manose &sfrutura foi sugerida a partir
dos dados de metilagdo, os quais foram basicanosnieesmos aos encontrados no
presente trabalhparal. boryana, mas com proporcdes diferentes. Pala edodes
foram encontradas maiores proporcdes de terminaidudose (2,3,49-MesFuc,
19,3%) que para terminais de manose (2,3,4,8Mdn, 11,6%), enquanto pata
boryana as propor¢cbesencontradas para estes terminais eram de 12 e 21%,
respectivamente. Também, pata edodes foi verificada menor proporcdo de

derivados parcialmente metilados disubstituido$ (Ble;Gal, 27,1%) em comparacéo
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a unidades da cadeia principal (2,3,4;8al, 40,3%), ja pard.. boryana estas
proporcdes de derivados se alteram para 35% e 8@%eja a estrutura encontrada
para oL. boryana € mais ramificada que a encontrada pardodes. Estes resultados
mostram que, assim como Lo edodes, os corpos de frutificacdo de boryana
possuem em sua composi¢cdo uma fucomanogalactanpostampor uma cadeia
principal de a-(1-6) de galactose piranosidica com ramificacbes e €»m
terminais de néo redutores de manose e fucoseh@ndserencas nas proporcdes das

ramificacdes e terminais nao redutores.

Além desta estrutura de heterogalactana apresepdadas dois cogumelos do
género Lentinula, outras variacfes sdo possiveis para cogumeloslifdeentes
espécies. No estudo realizado por Mukumoto e Yantag{d997), foi relatado a
estrutura de uma manofucogalactana do corpo defidagio de Flammulina
velutipes. A heterogalactana que foi obtida por extracdo égoa fria e foi precipitada
com acetona (50%), consiste em uma cadeia prinadeab-(1- 6)-D-galactose
piranosidica com um ponto de ramificacdo a cadaurédades, nestas ramificacdes
estdo ligadas unidades de 3a&»-manopiranose-L-fucose ou L-Fucose. Como visto a
heterogalactana de. boryana também é mais ramificada que a Hemmulina
velupides.

Utilizando técnicas similares as aplicadas nosathats comL. boryana uma
heterogalactana foi isolada e caracterizadhad porus sulphureus. Neste estudo, os
corpos de frutificacdo desse cogumelo foram extgeaimbm agua fervente, o extrato
foi precipitado com etanol e os polissacarideoanoiisolados utilizando técnicas
como gelo e degelo, precipitagdo com reativo delifkgghe ultrafiltracdo em
membrana. Os resultados demonstram que o polisdegaisolado apresenta uma
cadeia principal dea-(1- 6)-D-galactose piranosidica, substituida em O-2 por
unidades de O-8-D-Manp-L-fucose ou a-D-manopiranose ou ainda em menor
proporcdo pora-L-fucose. Este polissacarideo demonstrou ser bastantificado
com trés pontos de ramificagdo a cada cinco un&gddecadeia principal (ALQUINI
et al., 2004).
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5.2.2.2 Extracdo de Polissacarideos dos Corpos rdefidacdo del. boryana

(Experimento II)

No primeiro experimento, apresentado na seca@,5a2extrato foi obtido a
partir de uma extracdo dos cogumelos secos (2%m)agua fervente por 2 h, item
4.3.2 dos materiais e métodos. Um novo experimiteealizado utilizando outros
corpos de frutificagdo secos (100 g), desta vezafilicada uma metodologia de
extracdo exaustiva. Estes procedimentos de extregt@® descritos em detalhe no
item 4.3.3. Resumidamente foram feitos, sequenelatiey uma delipidificagdo com
metanol:cloroféormio, uma extracao exaustiva conadguvente, extracdes exaustivas
com solucdo de KOH a 1% e a 10% ferventes. Ostesti@btidos nestas extracoes
foram Denominados Extrato Aquoso 2, Extrato KOH d ¥&xtrato KOH 10%. Apesar
do Extrato Aquoso 2 ter sido obtido antes do EatkDH 1%, os procedimentos de
purificacdo e analise foram primeiramente realisadom os polissacarideos do
Extrato KOH 1%. Por este motivo nas proximas se@®@80 apresentados, nesta
ordem, os resultados dos trabalhos com o Extratel K&, do Extrato Aquoso 2 e do
Extrato KOH 10%.

5.2.2.2.1 Purificacdo de Polissacarideos do ExKatbl 1%

O esquema mostrado na figura 22 é referente acsgirnentos utilizados para
purificacdo de polissacarideos obtidos do Extra®HK1%. Na tabela 8 esta
demonstrada a composicdo dos polissacarideos duemte processo. Pode ser
observado que ha predominancia de glucose nasfa;ue com a precipitacdo com
reativo de Fehling ocorreu uma pré-purificacéo ldaana principal. A purificacéo foi
melhorada pela passagem na membrana de dialis€0fekDa (ME-PF2-CLbK1),
aumentando ainda mais a propor¢cado de glucose natr@nd amostra retida na
membrana de 500 kDa de limite de exclusdo (QR-PE2KQ) apresentou em sua
composicdo monossaridica apenas glucose, sugeanpi@senca de uma ou mais

glucanas.
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FIGURA 22- ESQUEMA DE PURIFICACAO DE POLISSACARIDED DO

EXTRATO KOH 1%

CLbKZ1: Precipitado etandlico do extrato KOH 1% @826 g);

CLbK1S: Fracéo soltvel no gelo e degelo (16,88 q) ;

ICLbK1: Fracéo insoluvel no gelo e degelo;

SF-CLbK1: Fracdo ndo precipitada no reativo deirghB,599 g);

PF-CLbK1: Fracéo precipitada no reativo de Feh{8$1039 g);

PF2-CLbK1: Fracdo precipitada duas vezes com dtvFehling (6,114 g)
MR-PF2-CLbK1: Fragéo retida no saco de dialise @&0lkDa (MWCO)
ME-PF2-CLbK1: Fracéo eluida no saco de didlise@#kDa (MWCO)
QE-PF2-CLbK1: Fragéo eluida no saco de didlise0fekba (303,9 mg)
QR-PF2-CLbK1: Fracao retida no saco de dialiseQfekba (1,0175 g)
D0,0-QR-PF2-CLbK1: Fracado eluida com agua na colienBEAE-Sepharose (15,3 mg)
D0,2-QR-PF2-CLbK1: Fracdo eluida com NaCl (0,2 M)DEAE-Sepharose (61,7 mg)
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TABELA 8- COMPOSIQ/E:O MONOSSACARI’D,ICA DAS FRACOES OBDAS
DURANTE A PURIFICACAO DE POLISSACARIDEOS DO EXTRAT®ROH 1%

Monossacarideos (mol %"

Fracoes Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
CLbK1 - - 1,3 - 45 3,7 90,4
CLbK1S 0,8 0,8 0,7 - 24 2,4 92,7
PF-CLbK1 1,5 0,5 - - 1,4 2,2 94,4
NPF-CLbK1 3,6 1,0 3,2 2,5 8,6 3,4 77,6
PF2-CLbK1 - 1,2 - - 41 8,5 86,1
ME-PF2-

CLbK1 - - - - Tc 1,8 97,6
OR-PF2-

CLbK1 - - - - Tc tc 99,5
QE-PF2-CLbK1 tc tc - - 1,17 13,9 84,3

(1) Analisado em GC-MS ap06s hidrélise acida total, cdduNaBH4) e acetilacédo.
Obs.: Ver legenda de siglas figura 22

Os espectros de RMN de carbono-13 das fracdes: CLBR2-CLbK1 e MR-
PF2-CLbK1, mostrados respectivamente nas figuras 28 e 26, tém sinais

caracteristicos em 102,9 ppm de carbono anoméeamth glucana com ligacops
(1-6) na sua cadeia principal e assinalamentos enp@breferente a ligacao do tipo
B-(1-3). A figura 24 é referente a RMNE da fracéo ndo precipitada no reativo de
Fehling e, além dos assinalamentos relacionad®$la- 6)-D-glucana, possui erd

99.4 sinal de C-1 em configuracéo
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O perfil de eluicdo da amostra precipitada comiveate Fehling (PF2-
CLbK1), figura 27, mostra que a amostra ainda rsiava homogénea. Mesmo assim,
foi feita uma metilacdo desta amostra (PF2-CLbKi¢ grostrou derivados alditois
acetato parcialmente metilados de glucose refeseateterminais nédo redutores
(2,3,4,6-M@Glc, 14,1%), referentes a cadeia principal de gladd- 6) ligada (2,3,4-
MesGlc, 40,4%) e pontos de ramificacdo da cadeia etn(®4-MeGlc, 7,6%). Foi
encontrado também derivado referente a glucose3jligada (2,4,6-MgGlc, 8,1%),
que poderia ser proveniente de um polissacaride@rinante ou uma cadeia lateral
ligada a cadeia do polissacarideo principal. O ggsc de metilacdo também
apresentou, numa proporcdo consideravel, outrowadiers referentes a terminais
redutores de fucose (2,3,4-Mec, 5,8%) e manose (2,3,4,6-NMm@an, 6,6%),
galactose ligada em O-6 (2,3,4-¥al, 9,2%) e galactose dissubstituida em O-6 e O-2
(3,4-MeGal, 5,6%). Estes derivados sao referentes a futogadactana caracterizada
anteriormente. Nesta mesma figura 27, pode-se \@osgue a amostra retida na
membrana de 1000 kDa ficou menos heterogénea quiecgitada com reativo de
Fehling. A figura 28 mostra que tanto a amostrédalypela membrana de 1000 kDa
(ME-PF2-CLbK1) quanto a amostra retida na membrdea500 kDa (QR-PF2-
CLbK1) possuiam um grau de homogeneidade bastiviade, o que foi confirmado
pelas analises dRMN-*C, figuras 29 e 30.
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FIGURA 27- PERFIL DE ELUICAO DAS FRACOES PF2-CLbKA MR-CLbK1

(HPSEC)

PF2-CLbK1: Frag&o precipitada duas vezes com redtviFehling
MR-PF2-CLbK1: Fragédo retida no saco de dialise@&0lkDa (MWCO)
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FIGURA 28 — PERFIL DE ELUICAO DAS FRACOES ME-PF2-BK1 E QR-PF2-

CLbK1 (HPSEC)

QR-PF2-CLbK1-Fracédo precipitada duas vezes coniveede Fehling eluido na membrana de 1000 kDa e
retido na membrana de 500 kDa
ME-PF2-CLbK1 — Fracgédo precipitado duas vezes cative de Fehling e eluido na na membrana de 10@0 kD
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FIGURA 30 - ESPECTRO DE RMNC FRACAO QR-PF2-CLbK1 EM BD (70°C)

Para melhorar ainda mais o grau de purificacdaniousadas colunas de

separacado por troca idnica. A tabela 9 é refer@nfeacdes obtidas nas duas primeiras
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colunas de DEAE-Sepharose que foram realizadas.oQmde ser observado, nos
dois processos parte dos polissacarideos foi ettddaapenas agua e o restante dos
polissacarideos foi eluido com concentracdes dd (eCe 0,2 M).

TABELA 9- PURIFICACAO POR DEAE-SEPHAROSE DA AMOSTRAR-PF2-
CLbK1

Primeira coluna de DEAE-Sepharose  Segunda coluna de DEAE-Sepharose
Tubos - NaCl (M) Abs (490 nm) Tubos - NaCl (M) AE90 nm)

0 0,631 0 0,533

0) 0,001 0} 0,036

0,1 0,71 o" 0,025
0,2 0,519 0™ 0
0,3 0,095 0,2 0,554
0,4 0,064 0,2 0,607
0,5 0,063 0,4 0,064

1 0,062 1 0,025

A figura 31 mostra o padrao de eluicdo de uma ir@ramluna de DEAE-
Sepharose, e novamente 0 mesmo padrado de eluicambdervado. Nesta Ultima
coluna foram carregados 100 mg de amostra (QR-RBXD, sendo que 16,3 mg
foram eluidos com agua e 82 mg foram eluidos co@l KB2M).

Na figura 32 estd representado a homogeneidadefrdedes retido na
membrana de 500 kDa de poro de exclusdo (QR-PFXOL a fracdo eluida com
agua (D0,0-QR-PF2-CLbK1) e a fracdo eluida com N@R2 M) (DO0,2-QR-PF2-
CLbK1). Com essa analise pode ser observado queeaof QR-PF2-CLbK1 ndo esta
homogénea. Também pode ser observado que as fielg@aass com agua e NacCl (0,2
M) estdo homogéneas e séo diferentes, sendo asutasé&ontidas na fracdo eluidas
com agua sao mais polidispersas.

Os espectros dBRMN-C das fracbes D0,0-QR-PF2-CLbK1 e D0,2-QR-PF2-
CLbK1 mostram que estas sao bastante similares, ponds ser observado uma
diminuicédo significativa do sinal na regido de §iBmpgque é referente ao C-3 ligado em
configuracad3, figuras 33 e 34. As analises de metilacdo destasstras, mostradas
na tabela 10, confirmam que s&o moléculas distidtasnostra D0,0-QR-PF2-CLbK1

mostrou ser composta por uma cadeia principal deogk ligada em O-6 (2,3,4-
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MesGlc, 98%). Também foi observada uma pequena prépodp derivado (2,4-

Me,Glc, 1,5%) referente a ramificacdo da cadeia em O-3
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FIGURA 31- PERFIL DE ELUICAO DA COLUNA DE DEAE-SEPAROSE DA FRACAO
QR-PF2-CLbK1

TABELA 10- METILACAO DAS FRACOES PURIFICADAS POR DEE-Sephadex

Acetatos de aldit6is D0,2-QR-PF2- D0,0-QR-PF2- Tipo de ligag&o®
parcialmente O-metilados”  CLbK1 mol % CLbK1 mol %
2,3,4,6-MgGlc 13,8 tc Glcp-(1-
2,4,6-MaGlc 12,5 - ~3)-Glop-(1-
2,3,4-MeGilc 58,2 98,0 - 6)-Glep-(1-
2,4-MeGlc 15.6 1,5 - 3,6)-Glgp-(1-

(1) Analisado em GC-MS ap6s metilacéo, hidrolisdatotal, redugdo (NaB2D4) e acetilacéo.
(2) Baseados nos derivados acetilados parcialn@metilados.
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FIGURA 32- PERFIL DE ELUICAO DAS FRACOES RETIDAS NIEMBRANA
DE 500 kDa E ELUIDAS NA COLUNA DE TROCA IONICA

QR-PF2-C

LbK1-Frac&o precipitada duas vezes corivoed¢ Fehling eluido na membrana de 1000 kDa e

D0,0-QR-PF2-CLbK1 —Fracao eluida com agua na caien@EAE-Sepharose
D0,2-QR-PF2-CLbK1 —Fracao eluida com NaCl (0,2 B xpluna de DEAE-Sepharose
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FIGURA 34- ESPECTRO DE RMNC DA AMOSTRA DO,2-QR-PF2-CLbK1 EM
D,O (70°C)

A amostra D0,2-QR-PF2-CLbK1 foi considerada pumu&as analises foram
realizadas com a mesma. Como descrito na tabela afhostra apresenta derivados
parcialmente metilados referentes a terminal ndatoe de glucose (2,3,4,6-Melc,
13,8%), referentes a cadeia principal de glucaseld em O-6 (2,3,4-Mélc, 58,2%),
referentes aos pontos de ramificagcado da cadeiagbmuse ligada em O-6 e O-3 (2,4-
Me,Glc, 15,6%) e referentes a cadeia lateral de gkubigada em O-3 (2,4,6-M@lc,
12,5%).

O espectro deRMN-*C (figura 34) contém seis sinais principais, muito
semelhantes ao da pustulana descrito por SASSAKI €002). Em campo baixo
pode ser observado e 103.0 o sinal referente a C-1 de glucose ligada em
configuracdo do tip@@. Os sinais end 69.1 ed 60.9 séo referentes a ¢lde C-6
substituido e C-6 livre respectivamente, os quaani confirmados pela inversdo dos
sinais correspondentes na analis&NN-*C-DEPT (dados ndo mostrados). Os sinais
observados end 73.3; 76.0; 70.0; 75.2 correspondem ao C-2, C-3 € C-5,
respectivamente (SASSAKI et al., 2002).
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Os resultados da analise de HMQC (figura 35) eceungparacédo com os dados
da literatura confirmam os assinalamentos obtidos RMN-*C. O espectro de
HMQC mostra sinal emd 4.78/102.9 referente a H-1/C-1 do terminal de
glucopiranose, enquanto o sinal ém.58/102.9 é referente a H-1/C-1 ligada. A
configuracad3 foi evidenciada por estes sinais de H-1/C-1 empoabaixo. O sinal
emd 3.79/85.0 é referente a H-3/C-3 da unidade 3,G9Substituida. O sinal e
3.55/76.0 e o sinalem & 3.66/75.1 sao referentes aos H-3/C-3 e H-5/C-5,
respectivamente, das unidades O-6 ligada. O H-46CedH-2/C-2 da unidade O-6
ligada estdo assinalados @n8.53/70.1 ed 3.42/73.3, respectivamente. Os sinais
4.24/69.0; 3.91/69.0 & 3.99/60.9; 3.79/61.1 sao referentes g @GelC-6 ligados e C-6
livres, respectivamente. Estes assinalamentosande presenca de urig1 - 6)-D-
glucana com ramificacGes do tifls(1-3) (OSAKU et al., 2002; SASSAKI et al.,

2002; CARBONERO et al., 2006).
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FIGURA 35- HMQC DA AMOSTRA DO0,2-QR-PF2-CLbK1 EMJD (70°C)

Na figura 36, esta demonstrado possivel estratniolissacarideo encontrado.
Esta estrutura foi baseada nos dados de metilaB&tN-*C e HMQC. O

polissacarideo encontrado € composto por uma cadeiipal de unidades
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glucopiranosidicas com ligacfes do tipgl— 6) (A), possui pontos de ramificacdo
com substituicdo em O-3 (B), sendo aproximadamentgoonto de ramificacdo em
cada cinco unidades da cadeia principal. Nestasficagbes provavelmente estéo

ligados dissacarideos (C-D) de glucose ligada$igexgbes do tip@-(1- 3).
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FIGURA 36- ESTRUTURA PROPOSTA PARA (-(1-6)-D-GLUCANA
ENCONTRADA NO CORPO DE FRUTIFICACAO DE. boryana
(A) -6)-Glop-(1- (B) ~3,6)-Glp-(1~ (C) -~3)Glep-(1- (D) Glep-(1 -

Ha diversos trabalhos sobre polissacarideos dedmanicetos principalmente
as 3-(1- 3)-D-glucanas. Ja para polissacarideos do [i§h— 6)-D-glucanas a gama
de trabalhos é mais restrita. Dong et al. (2008)aiam e caracterizaram unfia
(1- 6)-D-glucana muito similar ao encontrado para boryana, a partir de corpos de
frutificacdo de Agaricus blazei Murr (Agaricus brasilienses). Utilizando técnicas
cromatograficas de separacao (DEAE-Sephadex e twgrafia de gel permeacao) foi
possivel isolar um polissacarideo com massa estintel 1,7x 10° Da. Este
polissacarideo foi submetido a técnicas de metiladagradacédo parcial de Smith,
RNM-'3C e foi caracterizado como sendo constituido poa wadeia principal dB-
(1- 6)-D-glucose com ramificacdo em O-3. Nesta ramificdt@am dissacarideo de

glucose ligado por ligacods(1- 3). Pelas proporcdes dos derivados parcialmente
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metilados, foi estimado uma proporcdo de uma raagéo para cada trés unidades de
glucose da cadeia principal.

ParaL. edodes foi verificada a presenca de um polissacaridegposto de uma
cadeia principal def-(1-6) glucose com ramificacbes do tigd(1-3), este
polissacarideo esta presente na parte intermediaresqueleto de glucanas (SHIDA
et al., 1981). Os corpos de frutificacdo foram sk@amente extraidos com alcali. O
residuo desta extracdo foi tratado cf#(ll - 3)-glucanases e assim foi obtidd3a
(1-6)-D-glucana, neste estudo nao foi feita uma caraeigiz completa deste

polissacarideo.

5.2.3 Processo de Purificacao de polissacaride&stlato Aquoso 2

Utilizando o Extrato Aquoso 2, foram realizadosetisos procedimentos de
purificacdo como gelo e degelo, precipitacdo coative de Fehling e cromatografia
de troca ibnica (DEAE-SEPHAROSE). O processo ddfipacdo foi acompanhado
por andlise da composicdo monossacaridica e RIM@NO esquema de purificacdo, a
tabela 11 sobre a composi¢cdo monossacaridica éosiamdos espectros de RMRE
estdo apresentados no Anexo A. A analise da amB§2aWCLb (precipitada duas
vezes pelo reativo de Fehling) resume os principaisgados neste procedimento de
purificacdo. A amostra apresentou como composigatwossacaridica: fucose (3,2 %),
manose (5,1 %), galactose (15,4 %) e glucose (76,8%espectro de RMNC da
amostra PF2-WCLD (figura 37) apresentou os segusitais, end 103.0 referente a
C-1 de glucopiranose em configuraggemo 85.0 referente a C-3 ligado, eénv3.3,
76.2, 70.0, 75.1 referentes a C-2, C-3, C-4, Spectivamente. Sinais e69.5 e
61.1 referentes a C-6 ligado e ligado, respectivad=stes sinais sao referentds a
(1-6)-D-glucana com ramificacbes em O-3 apresentada naoség2.3. Sao
visualizados outros sinais de menor intensidadana emd 101.6 é referente a C-1
de terminal de manopiranose, o sinal @®3.4 é referente a C-1 de galactopiranose
em configuracdoa, estes dois sinais sao similares aos encontrados p

fucomanogalactana apresentado na sec¢ao 5.2.2.
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Na figura 37 e 38 esta demonstrado. a C-1Peoonfiguracdo § 103), C-3
ligado (0 86), emd 73; 76; 70; 75 respectivamente, C-6 ligad®9) e C-6 livre §
61). Estes sinais sado referentef3-fl - 6)-D-glucana com ramificacbes em 0O-3
apresentada na secdo 5.2.3. Também é possivelaizagdo de sinais com pequena
intensidade em 102, referente a C-1 de terminais de manose [sfdita, e end 98,
referente a sinais de C-1 de galactoseceoonfiguracdo. Provavelmente estes sinais
sao referentes a heterogalactana relatada antentensecao 5.2.2. Era esperado que
fosse possivel o isolamento novamente desta helagzma, mas esta estava em
concentracdes menores do que o esperado. Os cagumiéizados neste Experimento
I, foram desidratados e ficaram armazenados emossaglasticos durante
aproximadamente um ano antes de serem utilizadesteNpode ter ocorrido algum
tipo de degradacdo, como a enzimatica, que dimiauiconcentracdo da
heterogalactana. Este tipo de degradacao foi deladateriormente para a Lentinana
del. edodes (MINATO et al, 1999).

Devido ao fato que os procedimentos utilizados fagkam suficientes para
purificar um polissacarideo diferente aos descriémgeriormente e a pequena
guantidade de amostra ap0s estes procedimentadivdse ndo continuar os trabalhos

com estas fragoes.
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FIGURA 37- ESPECTRO DE RMRNC DA AMOSTRA PF2-WCLb
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FIGURA 38- ESPECTRO DE RMNC DA AMOSTRA MR-WCLb-PF2
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5.2.4 Purificacédo e Caracterizacao de Polissacagide Extrato KOH 10%

Como explicado no item 4.3.6 dos materiais e nespds cogumelos foram
extraidos com agua fervente e solucdo de KOH (D/esiduo deste ultimo processo
foi extraido com KOH (10%) fervente até a exaus@extrato obtido foi denominado
Extrato KOH 10%.

Na figura 39 esta mostrado o esquema de purificatjfmado. O Extrato KOH
10% foi acidificado com acido acético até pH 4,Bef2ntemente dos extratos Aquoso
e KOH 1%, neste caso ocorreu precipitacdo de bo@ pls polissacarideos. O
precipitado obtido foi ressolubilizado e submetdprocesso de gelo e degelo por trés
vezes. A fracao insolavel no gelo e degelo foi lsitizada em solucdo de KOH 10% e
neutralizada novamente com acido acético até pHNyia nova etapa, foi feita a
solubilizacdo do material coma solucédo A de Fehlseguida de precipitacdo com
solucdo B. Como o objetivo era procurar polissaeas diferentes aos anteriormente
encontrados, optou-se por continuar os trabalhos adfracdo n&do precipitada em
Fehling. Uma terceira precipitacdo com acido aoéfm realizada, o precipitado
obtido foi analisado por metilagcdo, RMRE e HMQC-RMN.

A amostra PA3-CLbK10 apresentou como composicaoossataridica xilose
(6,6%), manose (27,5%) e glucose (63,1%). As amlile metilacdo mostraram que a
amostra € composta por pelo menos dois polissaoaidprovavelmente uma
xilomanana e uma glucana linear. Foram encontratasinais de xilose piranosidica
(2,3,4-MeXyl, 5,3%), manose ligada em O-3 (2,4,64Man, 13,3%) e pontos de
ramificacdo de manose dissubstituida em O-3 e @&NeMan, 6,6%). Também
foram encontrados derivados parcialmente metilaefesentes a terminal de glucose
piranisidica (2,3,4,6-M&lc, 2%) e glucose substituida em O-3 (2,4,6Me,
72,3%). Estes resultados sugerem a presenca dewoiais polissacarideos. Primeiro
serdo apresentados os resultados referentes aaxiéma e depois sobre a glucana
(1- 3) linear.
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FIGURA 39- ESQUEMA DE PURIFICACAO PARA POLISSACAREDS DO

EXTRATO KOH 10%
NPA-CLbK10 (3,7738 g): Fracao nao precipitada ceid@acético (pH 4,5)

PA-CLbK10 (2,0164 g): Fracéo precipitada com aedético (pH 4,5)
PA-CLbK10I (1,5665 g): Fracédo insoltvel no geloegelo

PA-CLbK10S (240 mg): Fracao soltvel no gelo e degel

NPA2-CLbK10: Fracéo ndo precipitada com acido aoéib segundo ciclo
PA2-CLbK10 (1,6781 g) : Frag&o precipitada com @&idético no segundo ciclo
PFPA2-CLbK10: Fracdo precipitada com reativo deirgh

PA3-CLBK10: Fracao nao precipitada com reativo dkliRg e precipitada com acido acético no terceickn

Apesar da amostra PA3-CLbK10 apresentar-se hetegag&om a ajuda da
literatura foi possivel atribuir diversos sinaisespectro de RMN3C (figura 40).

Com relacdo a xilomanana, foram visualizados sinaisegido anomeérica em
0 103.9 referente ao C-1 de unidades de xilose @iidica (GORIN; MAZUREK,
1974) e sinal end 101.6 referente a C-1 das unidades de manoseopithra. As
configuragbes das ligacdes foram determinadas peddsres das constantes de
acoplamento J..1 1.1). As unidades de xilose (H-1/C-1, 4.29/103.9) spnéaram
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constante de acoplamento de 4.;= 160 Hz, indicando configuracdo do tipoJa as
unidades de manose (H-1/C-1, 4.99/101.2) apresantauma constante de
acoplamentalc ; 4.1 = 177 Hz, que corresponde a configuragdo do dp®ERLIN;
CASU, 1969).

Alguns sinais referentes as unidades de manoseeries na amostra, sao
muito similares aos encontrados para aa(l- 3)-xilomanana encontrada no
exopolissacarideo descrito anteriormente na se¢t. Na tabela 11 foi feito uma
comparacao dos dados obtidos para as duas xilom2eegglo a menor concentracao
de terminais de xilose, houve uma dificuldade magara o assinalamento dos
carbonos destas unidades, mas provavelmente das sma® 72.4, 76.7 e 69.7 sdo
referentes a C-2, C-3 e C-4 de xilose piranosidicainal em 65.5 é referente a £CH
de C-5 de xilose, que foi confirmada pela invers@osinal em RMN<C-DEPT,
figura 41.

Como visto pelos dados de metilacdo e RS- o polissacarideo contido na
amostra PA3-CLbK10 é formado por uma cadeia praicge manose piranosidica
ligada por ligac6es do tipa-(1- 3). Esta cadeia é altamente ramificada em O-4.
Ocorre uma ramificagcdo para cada trés unidadesadeia principal. Cada ponto de
ramificacdo esta substituido por um terminafdelose piranosidica.

Como discutido anteriormente, ndo foram enconsad@balhos sobre
xilomananas de cogumelos do génkentinula. Xilomananas foram encontradas em
micélio de Armillaria mellea (BOUVENG; FRASER; LINDBERG, 1967), em
Polyporus tumulosus (revisado por BARRETO-BERGTER; GORIN, 1983).

Além das o-(1- 3)-xilomananas, outras estruturas similares es@odcs
encontradas e caracterizadas em basidiomicetos.eRanplo, um polissacarideo
formado por unidades manopiranosidicas unidas igagdes do tipd3-(1-4) foi
obtido a partir de corpos de frutificacdo @Ganoderma lucidum (MIYAZAKI;
NISHIJIMA, 1982), Polyporus pinicola (AXELSSON et al., 1969) Eomes annosus
(AXELSSON et al., 1971).
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TABELA 11- COMPARAQAO DOS ASSINALAMENTOS ENCONTRADS NO
EPS E NA FRACAO PA3-CLbK10

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

LbMIp-Smith ™ 101.7 69.5 78.7 66.2 73.7 61.2
PA3-CLbK10 101.7 69.7 78.7 66.2 73.6 61.3

(1) Assinalamentos referentes a xilomanana obtida®S produzido pdr. boryana
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FIGURA 40- ESPECTRO DE RMIEC DA FRACAO PA3-CLbK10 EM. MgSO-ds
(70°C)

Além dos derivados referentes xilomanana, a andksenetilacdo apresentou
72,3% do derivado 2,4,6-M@lc, que é referente a uma glucana-@) linear, as
anélises de RMN3C da amostra corroboram. Os sinais majoritarioesmectro de
RMN-°C sdo sinais caracteristicos de umgl- 3)-D-glucana. Em& 99.3 é
visualizado um sinal referente a C-1 de glucosanpisidica, a configuracdo do tipo
foi confirmada pela constante de acoplamentddg,.; = 174 Hz. No espectro de
RMN-'°C, figura 41, é possivel a visualizacdo de sina@snintensos que s&o
referentes a esta-glucana.

No espectro de HMQC, figura 41, praticamente apesasinais de H/C desta

a-glucana estédo presentes. Sinais em 5.13/99.3F8&8&@mtes a H-1/C-1, os sinais em
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de 3.68/82.8 sao referentes a H-3/C-3 de glucose&)ligado, os sinais em 3.47/70.6,
3.48/69.4 e 3.89/71.8 sao referentes respectivanaeht-2/C-2, H-4/C-4, H-5/C-5 de
unidades de glucose piranosidica. Os sinais en6®.20e 3.56/60.2 sdo de H-6/C-6.
Na tabela 11 foi feita uma comparacdo dos dadadasbha analise de HMQC com os
dados da literatura. Pode ser observado que oss sieaRMN2°C obtidos neste
trabalho sdo muito proximos aos obtidos por Hudrg.€2007) para uma-(1- 3)-
D-glucana do micélio d®oria cocos. Os assinalamentos encontrados por Jin et al
(2003) para os carbonos C-2, C-3, C-4 e C-5 satonsunilares aos encontrados no
presente trabalho, j4 os assinalamentos para C-& divergem substancialmente. No
trabalho de Zhang et al. (2002) todos os assinalmedo proximos aos encontrados
para PA3-CLbK10, mas h&d um pequeno deslocamentd g@anpo mais baixo em
todos os sinais. No trabalho de Wang et al. (2a7)inais de RMNC foram
similares aos encontrados par&.doryana, mas os sinais dos hidrogénios sao muito
semelhantes aos encontrados no espectro de HMQ@afd2. Estas diferencas
encontradas provavelmente tém relacdo com as @msliem que foram feitas as

analises, como a temperatura de andlise e soluglitado.

TABELA 11- COMPARAGCAO ENTRE VALORES DEH E *C DA FRAGCAO PA3-
CLBK10 E A LITERATURA PARAQ-(1 - 3)-D-GLUCANAS

Fonte/Referéncia H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 a/b
PA3-CLbK10 513 347 368 348 389 3.70/3.56
(WANG et al., 2007) 515 346 3.69 335 3.83 3.A33
Fonte/Referéncia C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
PA3-CLbK10 99.3 706 828 694 7138 60.2
(WANG et al., 2007) 101.2 719 836 736 714 62.0
(JIN et al., 2003) 101.3 708 827 699 71.7 61.9

(HUANG et al., 2007) 99.7 709 824 694 719 60.1
(ZHANG et al., 2002) 100.7 711 832 706 72.8 61.1
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FIGURA 41- ESPECTRO DE RMNC-DEPT DA FRACAO PA3-CLbK10 EM.
Me,SO-dg (70 °C)
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FIGURA 42- ESPECTRO DE HMQC DE PA3-CLbK10 EM p8-ds (70 °C)
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H& diversos trabalhos na literatura sobrél- 3)-D-glucanas de diferentes
fontes, como de fungos. Os principais polissacasidia parede celular dos fungos séo
a quitina e asB-glucanas, mas também as(1- 3)-D-glucanas podem estar na
constituicdo da parede celular de fungos e leveduEaSMA; KREGER, 1979).

Shida et al. (1978), trabalhando com corpos defitatdo del. edodes,
isolaram e caracterizaram um@a(l- 3)-D-glucana a partir de um extrato alcalino.
Zhang et al. (1999) reisolaram a mesma glucantudasm o seu peso molecular e as
propriedades em solucdes, para este estudo forkradds técnicas de espalhamento
de luz, osmometria por membrana, cromatografia xgusdo por tamanho e

viscometria.

5.2.5 Reprocessamento das Amostras do Extrato KioH 1

Como relatado no item 4.3.6, para melhorar o geaputificacdo das amostras
e encontrar novos polissacarideos presentes, ftm fem reprocessamento das
amostras precipitadas (PF-CLbk1) e soluveis (SFKdlmo reativo de Fehling.

O reprocessamento das amostras precipitadas emmd-@flb gerou resultados
substancialmente diferentes aos apresentados aanterite. Por este motivo estes

resultados foram colocados no ANEXO B.

5.2.6 Atividades Bioldgicas e Outros Trabalhos d¢dwhissacarideos de boryana

Como apresentados nas secOes anteriores, a gadorpos de frutificacdo de
L. boryana foram feitos diversos procedimentos de extracaoréigacdo. O esquema
mostrado na figura 43 relaciona os experimentosxtatos e 0s principais resultados
obtidos. Nesta secdo estdo apresentados algumdhtralrelacionados as potenciais
aplicacfes de polissacarideos similares aos emacmstmos corpos de frutificacdo de

L. boryana.
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Experimento | I Extrato Aquoso 1I- '>I Heterogalactana I
Extracao por duas horas

(dgua 100°C)

I Extrato AQUOSO 2|_ ..l B-(1-6) (1- 3)—D—g|ucana|

Experimento || I Extrato KOH 1%|_ .,l p-(1-6) (1~ 3)'D'9'Uca”a|
ExtracOes exaustivas

a-(1- 3)-D-glucana
I Extrato KOH 1090— -l o

0-(1- 3)-xilomanana

FIGURA 43- ESQUEMA GERAL DOS EXPERIMENTOS COM OS
POLISSACARIDEOS DH.. boryana

No Experimento | (figura 43) foi isolada e caraizi@da uma
fucomamogalactana com cadeia principal com unidadegalactopiranose ligadas
a(1- 6) substituidas em O-2 por terminais de manose@se.

Aqui sdo apresentados alguns trabalhos relacionasigstenciais aplicacdes
das heterogalactanas de macrofungos. Dentre emsiedhios pode-se destacar o estudo
de Cho et al (1998), utilizando corpos de frutf@a deFomitella fraxinea estes
pesquisadores isolaram e caracterizaram ar{tb— 6)-galactana substituida em O-2
por um dissacarideo O8-D-manopiranosé-fucose. A estrutura apresentou ser
menos ramificada que as citadas anteriormente gooximadamente um ponto de
ramificacdo a cada trés residuos da cadeia prindigste mesmo trabalho, além da
caracterizacdo quimica da heterogalactana, fostigada a atividade imunolégica do
polissacarideo purificado (fomitellana A). Paraoistoram feitos ensaios de
proliferacao celular diretain( vitro), associando ou ndo a agentes mitogénicos. Os
resultados mostraram que a heterogalactana aumernliferacao de linfécitos, via

a estimulacdo da sintese de DNA. Nos estudos coemtesy mitogénicos, as



95

associacOes com lipopolissacarideos (LPS) e comalma apresentaram os melhores
resultados (CHO et al., 1998).

No Experimento Il (figura 43) utilizando no ExwaAquoso 2 e o Extrato KOH
1% foi isolado e caracterizado udd1 - 6) (1- 3)-D-glucana.

Trabalhos com-(1- 6)-D-glucanas deAgaricus blazel (A. brasilienss),
extraidas em solucédo alcalina (NaOH 5%), mostraatividades anti-tumorais para
estes tipos de polissacarideos (KAWAGISH et aBI1MIZUNO et al., 1990).

Um estudo com polissacarideos soluveis obtidasidélimdePhellinus linteus
mostrou atividade estimulatéria sobre macrofagos. estrutura do presente
polissacarideo foi deduzida por analises de méatl&cos resultados sugeriram uBra
(1- 6)-D-glucana com cadeias laterais com residud’$-de- 3)-D-glucose (CHUNG;
KIM, 2005). Um polissacarideo com caracteristicasilares a este foi obtido do
micélio de Agaricus blazei Murill. Foram evidenciadas atividades anti-tumsrai
seletivas desta fracéo polissacaridica (CHUNG; CKI®t, 2005).

No mesmo Experimento Il com o Extrato KOH 10% foreanacterizadas uma
e a-(1-3)-xilomanana e umai-(1- 3)-D-glucana. Sobre alteracBes quimicas e
possiveis aplicacdes dag1 - 3)-D-glucanas destacam-se os seguintes trabalhos:

O grupo de pesquisa formado por Zhang et al. (208@)am a sulfatacao de
umaa-glucana de.. edodes e verificaram a influéncia do processo em propdeda
fisicas e quimicas. O estudo de RNg-mostrou o surgimento de quatro novos sinais
referentes C-2s'9(87.5), C-2s § 79.8), C-4sq 77.4) e C-6sd 61.3). Segundo 0s
autores estes deslocamentos para campo mais beesoltado da sulfatacdo em O-2,
0O-4 e 0O-6. Aléem disto, os resultados deste trabatiticaram que a sulfatacéo
diminuiu a resisténcia do polissacarideo em congdarao ndo sulfatado.

A introducdo de grupamentos carregados nas hidsoxdas a-glucanas
aumenta a sua solubilidade em &gua e também sidadt anti-tumoral (ZHANG;
ZHANG; CHENG, 2002). Derivados sulfatadosai€l — 3)-D-glucanas, provenientes
dos corpos de frutificacdo dgrocybe eylindracea, mostraram atividade anti-tumoral
contra carcinoma ascitico de Ehrlich (ZHANG et aD00). Aa-(1- 3)-D-glucana

extraida del. edodes e seus derivados sulfatados foram avaliados cdega® ao
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tamanho da cadeia, caracteristicas espectrosc@gmse a atividade anti-tumoral, os
resultados demonstram que o processo de derivatizdgninui o tamanho da cadeia,
aumentou a solubilidade em agua e aumentou a at@idanti-tumoral contra o
Sarcoma 180 (SURENJAV et al., 2006). Além da saffad, a carboximetilacdo de
(1- 3)-D-glucana deéAgrocybe cylindracea aumentou a atividade antitumoral contra o
Sarcoma 180 (KIHO et al., 1989).

Em trabalho realizado corma-(1- 3)-D-glucana de esporos danoderma
lucidum, foram feitas substituicdbes quimicas: Derivadosn@ocarboximetilados,
carboximetilados e sulfatados, aminopropilados, raxigtilados, sulfatados e
benzilamidatos-carboximetilatos foram gerados cdiierehtes graus de substituicao.
Estes derivados foram avaliados com relacdo as ripdggles quimicas,
espectroscopicas e imunoestimulatorias. Os mellesedtados foram obtidos com os
derivados carboximetilados com baixos graus de tisuigio, estes derivados
apresentaram excelentes resultados sendo maisesolém agua e promovendo a
proliferacao dos lifocitos T e B (BAO et al., 2001)

Como visto h& diversos trabalhos que mostram pitidsifbes para aplicacées
dos polissacarideos obtidos e boryana. Isto demonstra que é interessante dar
continuidade nos trabalhos com os polissacarideasatrofungo. Considerando que
a -(1-6) (1-3)-D-glucana estd em altas concentracfes nos @xtauosos e

alcalinos recomenda-se a continuidade dos trabalimosestes polissacarideos.
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5.3 ESTUDOS SOBRE A TIROSINASE PRODUZIDA PQRboryana

Os estudos sobre a tirosinase produzida pelo mickiL. boryana foram
estimulados pelo escurecimento do micélio, estaresimento foi observado durante
estudos sobre a influéncia da temperatura de oufity crescimento micelial deste
fungo (FARIA, 2004). Como relatado na revisdo loigiafica, item 2.4, a producao de
melanina usualmente esta relacionada a atividagé@zlea tirosinase. Inicialmente os
trabalhos foram realizados com o intuito de deteamiqual momento havia maior
producdo da enzima pelo micélio e como poderiecotriizada esta producdo. Para
tanto, testes iniciais foram feitos para verifisaro micélio melanizado possui mais
atividade de tirosinase que o micelio ndo melamzag a contaminacdo por outro
microorganismo aumenta a atividade da enzima e sgcélio ndo submergido no

meio liquido tem mais atividade que o micélio sutgit® no meio.

5.3.1 Comparacao Entre o Micélio Melanizado e Na&da¥izado

Neste experimento foi feita uma comparacdo entoglins melanizados e néao
melanizados de.. boryana. Também foi verificado a influéncia da liofilizac&m
micélio na atividade enzimatica (tirosinase). Avidthde da tirosinase do micélio foi
determinada utilizando um extrato do micélio. Coasomicélios frescos possuiam
mais liquido que os micélios liofilizados, foramtés correcbes nos volumes dos
extratos do miceélio liofilizado, adicionando-se @ume de tamp&o correspondente a
perda de massa pela liofilizacdo, conforme descrdoitem 4.4.3 dos materiais e
métodos.

Os resultados deste experimento estdo mostradiguna 44, onde pode ser
observada que a atividade de tirosinase do micgdilanizado é muito superior ao do
micélio ndo melanizados. Isto sugere que o escuestd do micélio pode servir de
indicativo visual de que o micélio esta produzitidosinase, ou que entdo ocorreu um
aumento da proporcdo da forma ativa da enzima Egae as demais formas (formas
imaturas, formas maturas e latentes). Estes rdsglt@varam a utilizacdo do extrato

do micélio melanizado nos proximos experimentosn@goresente experimento ficou
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demonstrado que o processo de liofilizagdo ndoeniiia negativamente a atividade

enzimatica, portanto este processo de secagenilizado nos demais experimentos.

100 -
© Nao melanizado
s 80 fresco
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FIGURA 44- ATIVIDADE ENZIMATICA DOS MICELIOS MELANIZADOS E NAO
MELANIZADOS E O EFEITO DA LIOFILIZACAO NESTA ATIVIDADE.

5.3.2 Influéncia da Contaminacdo na Atividade dasinase dd.entinula boryana

Cultivado em Meio Liquido

Durante os estudos prévios, verificou-se que, aldan temperatura, a
contaminacdo por outros microorganismos, como leasde outros macrofungos,
estimulava a producdo de melanina porboryana (FARIA, 2004). No presente
experimento foi feito um cultivo liquido de boryana e apds 9 dias de incubacéo, este
cultivo foi “contaminado” com unplug de micélio deL. edodes. Os frascos entéo
foram passados para 30 e a cada 2 dias, trés frascos foram retiradesagivadades
da tirosinase foi medida. Na figura 45 pode seenizlo que néo ocorreu diferenca
significativa entre os grupos contaminados e nauatacwinados. Este resultado é
diferente ao esperado uma vez que resultados shjtioloFaria (2004) mostraram que
o cultivo concomitante dé. boryana e L. edodes em meio sélido estimulava a

producédo de melanina pelo micélioldédoryana (FARIA, 2004).
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FIGURA 45- EFEITO DA CONTAMINAQAO PORL. edodes NA ATIVIDADE DE
TIROSINASE DEL. boryana EM MEIO LIQUIDO

5.3.3 Efeito da Drenagem do Meio de Cultivo na Wiimde da Tirosinase de.

boryana

O objetivo deste experimento foi promover a pré@dude tirosinase par.
boryana sem a necessidade de se utilizar um contaminamt® @stimulo. Neste
experimento o micélio foi crescido em condicfescddivo adequadas, depois o
micélio foi drenado e transferido para garrafascdéivo (Roux) e elevando a
temperatura de 22 para 3C. Apés sete dias foi observado que em nenhuma das
garrafas o miceélio apresentava sinais de escuratimentdo surgiu a hipotese que o
meio poderia estar interferindo na atividade dastirase. Entao foi feita a inclinagao
das garrafas sendo possivel assim manter os nsicékds secos. Apos dois dias foi
verificado que apenas os micélios das garrafas fquem inclinadas estavam
escurecidos. As atividades de tirosinase dos miébram determinadas e, como
visto na figura 46, os micélios incubados nas @asrade Roux sem 0 meio
apresentaram quatro vezes mais atividade de t®sique os miceélios incubados com
o meio. E provavel que a baixa atividade de timsin produzida pelo micélio

submergido no meio, ndo estava relacionada aosammpes do meio, mas ao fato de
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gue o micélio submergido possuir menos acesso igérug atmosférico, uma vez que
0 oxigénio é substrato para a tirosinase na oxalagicompostos fendlicos e esté
envolvido nos dois primeiros passos da biossintiesenelanina (SEO; SHARMA;
SHARMA, 2003), figura 2.
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FIGURA 46- EFEITO DA INCLINAC}AQ DAS GARRAFAS DE ROK NA
ATIVIDADE DE TIROSINASE PELO MICELIO DEL. boryana

Com base nestes experimentos preliminares, fobesteido como seria a a
condicao ideal producéo de tirosinase para os @stde purificacdo e caracterizacao.
Inicialmente, o micélio foi crescido em meio liqojdsob agitacdo, a 2T, por 18
dias. Apds este periodo foi aumentada a temperatana 30°C, os frascos foram
retirados conforme os micélios ficavam escureciddé@o foi aplicado a técnica de

transferéncia do micélio para as garrafas de Riemdo a risco de contaminacgao.

5.3.4 Efeito da temperatura durante o0 ensaio ericimée determinacdo da
estabilidade da enzima em temperaturas elevadasc{dracao)

Com os estudos iniciais foi definido como a enzpoderia ser obtida, entéo
foram feitos experimentos para avaliar o efeitocdadi¢Ges fisicas e quimicas na
atividade de tirosinase de boryana.

Nestes experimentos foi determinado qual € aénftia da temperatura durante

0 ensaio enzimatico. Também foi verificada a eBtiale do extrato de micélio, com
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relacéo a atividade de tirosinase, frente a tenyr@s elevadas em diferentes tempos
de pré-incubacéo.

Na figura 47, pode-se observar que na faixa teq2@a5°C) a temperatura
nao influencia drasticamente a atividade de tiasan Contudo em temperaturas mais

baixas, como 2L, a atividade € inferior a de temperaturas magaglas (40C).
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FIGURA 47- EFEITO DA TEMPERATURA DE REACAO NA ATNDADE DA
TIROSINASE DEL. boryana DO EXTRATO BRUTO

Para avaliar a estabilidade da enzima em tempagtlevadas, foram feitas
pré-incubacdes (10 minutos) do extrato contendware em diferentes temperaturas.
ApOs este periodo a atividade foi determinada ntemgperatura de 2%C. Na figura
48 esta mostrado o resultado deste experimente, pode ser observado que apos 10
minutos da incubacéo a 4G, 90% da atividade original foi conservada, maango a
temperatura foi aumentada para & cerca de 90% da atividade foi perdida em 10
minutos de incubacéo.

Entdo, foi feita a cinética de desnaturacdo daitiese presente no extrato de
micélio na temperatura de 6C. O resultado, figura 49, mostra uma desnaturacao

bastante acentuada nos primeiros dois minutosy e o tempo de meia vida da
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enzima nesta temperatura foi estimado em 1,1 mos tdmpos superiores a dois
minutos a velocidade de desnaturacao diminui sggtitamente.

Estes resultados demonstram que a tirosinaseL.déoryana € pouco
termoestavel. Uma analise da figura 48 mostra guesanase dé.. boryana tem uma
meia vida de 10 minutos em uma temperatura um pabaixo de 50C (a linha
tracada demonstra a temperatura para o qual aaxguéacao de 10 minutos resultou
em uma atividade residual de 50%). Portanto, aitiese dd.. boryana € menos
termoestavel que a tirosinase gnoporus sanguineus, sendo que tempo de meia
vida a 50°C calculado para a tirosinase deste fuinde 120 minutos (HALAOULI;
ASTHER; KRUUS, 2005).
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FIGURA 48- ESTABILIDADE TERMICA DA TIROSINASE DEL. boryana
CONTIDA NO EXTRATO BRUTO.
Pré-incubacado por dez minutos em diferentes terpas
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FIGURA 49- CINETICA DE DESNATURACAO A 60°C DA TIROSINASE DO
EXTRATO BRUTO DEL. boryana

5.3.5 Efeito do pH na Atividade de tirosinase doéto del. boryana

Neste experimento foram testados valores de pH rama de 3,0 a 8,0, para
isso foram utilizados dois tampdes, o citrato-fsfa o fosfato. Nos pHs de 6,0, 6,6 e
7,0 foram testados os dois tampdes, item 4.48,issmfoi possivel verificar que nao
h& influéncia dos componentes do tamp&o na atigidadimatica (figura 50).

Pode ser verificado que nos pHs proximos a 6,0vadatle foi maior. Valores
de pHs 6timo nas proximidades de 6 e 7 também ferarontrados para tirosinases de
Pycnoporus sanguineus e de A. bisporus variadade Portobello (FAN; FLURKEY,
2004; HALAOULI; ASTHER; KRUUS, 2005). Diversos tralhos, relacionados aos
ensaios de atividade da tirosinase, utilizam difiae tampdes com pHs que variam
entre 6,0 (RATCLIFFE, et al., 1994), 6,5 (LEEUWEWICHERS, 1999; KAHN;
ANDRAWIS, 1985), 6,8 (MASAMOTO et al., 1980; MULLER al., 1996; POMA et
al., 1999) e 7,0 (ESPIN; WICHERS, 2001).

Também pode ser observado que extremos de pH dmammgubstancialmente

a atividade. Em pH 4,6 a atividade permanece préxini5% da atividade maxima, ja
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em pH 3,6 este valor baixa para aproximadamente @@%tividade maxima. Esta
diminuicao da atividade, em pHs abaixo de 4 foifi@da anteriormente em trabalho
com tirosinase dAgaricus bisporus (MUNJAL; SAWHNEY, 2002).
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FIGURA 50- EFEITO DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA DOEXTRATO DE
MICELIO DE L. boryana

» tampé&o citrato-fosfato

A tampao fosfato de sodio

5.3.6 Efeito da concentracdo de Substrat®QPA) na Atividade Enzimatica do
Extrato Bruto dd.. boryana

Neste experimento foi verificada a influéncia dobstrato na atividade
enzimatica do micélio de. boryana. Na figura 51 esta apresentado o melhor ajuste da
equacao de Michaelis-Menten aos dados obtidos.eNgsifico pode ser observado
que ndo ocorre um ajuste adequado da referida &guagwgincipalmente com
concentracOes superiores a 10 mM.d2@OPA , onde ocorre um patamar de atividade.

Este fato é contraditério ao encontrado na litesatgue relata que a cinética da
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tirosinase de cogumelos segue Michaelis-Menten BENO, et al., 1997; ESPIN;
WICHERS, 2001; HALAOULLI, et al, 2006).
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FIGURA 51- EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NATAVIDADE
DE TIROSINASE DO EXTRATO BRUTO DE. boryana

5.3.7 Processo de Purificacédo da Tirosinaseedgnula boryana

Para uma melhor definicAo dos parametros cinétiastirosinase de..
boryana, foi essencial que os trabalhos fossem realizadwswona enzima com maior
grau de pureza. Por este motivo procurou-se deghimtocolos para purificacdo da
enzima.

Na figura 52 esta representado o esquema utilipadm obtencdo de tirosinase
deL. boryana. O micélio crescido em meio liquido, apés melaninafdi separado do
meio por filtracdo, congelado e liofilizado. O miodoi entdo ressuspenso em tampao
fosfato de sédio (50 mM) e passado em prensa fsanc® extrato obtido foi
centrifugado e as proteinas contidas no sobreradardam precipitadas com sulfato
de amdnio. Além de proteinas, o precipitado ohpidssuia uma grande quantidade de
melanina que dificultava a purificacdo. Foram entéibos testes procurando separar a

melanina das fracfes com atividade enzimatica.



106

A precipitacdo das proteinas com acetona geladma técnica usualmente
aplicada na purificacéo de tirosinase de macrofsif®@RWITZ et al., 1970), mas no
presente trabalho foi verificado que ocorre peidaificativa da atividade enzimatica
com esta precipitacédo (dados ndo mostrados). AEstagerda de atividade, a técnica
nao foi eficiente para a retirada da melanina dages ativas. Por estes motivos esta
técnica foi descartada como alternativa no procdsspurificacdo da tirosinase de

boryana.

Crescimento do micélio dd_entinula boryana em meio liquido

l . Filtrag&o (14 de vidro):

Micélio

l . Liofilizagao

Micélio liofilizado

l Prensa Francesa

Extrato Bruto

Precipitacdo com sultato de ambnio +
Dialise em tampao sédio-fosfato (50 mM

\4
Extrato Precipitado

“ v N

Sephadex G50 Sephadex G100 DEAE-Sephadex

FIGURA 52- ESQUEMA PARA PURIFICACAO DE TIROSINASEHL. boryana

Foram feitas colunas cromatograficas de filtracéo gel (Sephadex G50 e
G100). Os perfis de eluicdo destas colunas estaorsrados nas figuras 53 Ae B. A
quantidade relativa de melanina nas fracbes fomada pela absorbancia inicial
apresentada nos ensaios de atividade (ABS 475 himhas tracejadas). Pode-se

observar que as fracbes com maior atividade agersem quantidades consideraveis
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de melanina. Portanto, estas técnicas ndo forarsidmadas interessantes para a

primeira etapa cromatogréafica do processo de pagéio da tirosinase dle boryana.
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FIGURA 53- ATIVIDADE DA TIROSINASE DAS FRACOES OBDAS NAS
COLUNAS SEPHADEX G 50 (A) E SEPHADEX G 100 (B)

=—@®— Determinacao das atividades de tirosinase

«-A-- Quantidade de Melanina Relativa (ABS — 475 nm)

Numa quarta tentativa de separar a melanina datextom atividade de
tirosinase, uma aliquota do extrato foi aplicadauema coluna de separagao por troca
ibnica (DEAE-Sepharose). A coluna foi lavada compgéo fosfato e eluida com um
gradiente de NaCl. A figura 54 mostra que as fragdmm maior atividade foram

eluidas com uma concentracdo de 0,3 M de NaCl. famma ficou fortemente



108

aderida a coluna, ndo sendo liberada mesmo com ({aMl). Esta liberacdo so foi
possivel com eluicdo com NaOH (1 M). Portanto,iizatéo da coluna de separacdo
por troca idnica mostrou-se eficiente para separamelanina da tirosinase de

boryana.
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FIGURA 54- ATIVIDADE ENZIMATICA E CONCENTRACAO DE ROTEINAS*
DAS FRACOES ELUIDAS NA COLUNA DEAE-SEPHAROSE

-@- Concentracdo de proteina determinada pelo méto@oattord, usando albumina de soro bovino (BSA)

como padré
Atividade Relativa de tirosinase

""" Gradiente de NaCl expresso como % em que 100 %smonde a 1M de NaCl

A tabela 12 resume os resultados obtidos no procedss purificagcdo da
tirosinase dé.. boryana

O grau de pureza obtido nas trés etapas foi deraolastpor eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE) e esta apresentado na fiurApds a cromatografia de
troca i0onica (DEAE-Sepharose) trés bandas, com amassioleculares de

aproximadamente 47, 27, 20 kDa, foram visualizadas.
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TABELA 12- ANALISE DO PROTOCOLO DE PURIFICACAO DA ROSINASE
PRODUZIDA PORLentinula boryana

Etapa de Atividade Proteina Atividade Atividade Fator de

purificacéo Total 2 Especifica Recuperada Purificacdo
(Unidades’) (mg/mL) (U/mg) (%) 3

Extrato bruto 23.700 1,140 20,8 100 1

Precipitacao 42.360 214 198 178 9,5

por (NH;).SO,

Cromatografia  7.874 71,1 110,7 33 5,3

por troca

i0nica

1. Uma Unidade é equivalente 0,01 de alteragddsarléncia (475 nm)por minuto usando DOPA (2 mg/mL)
como substrato sob condi¢Bes padréo.

2. Proteinas foram estimadas pelo método de Brdfor

3. O fator de purificagdo foi calculado pela retagitre a atividade especifica da amostra e adatlei
especifica do extrato bruto.

Ml 2 3 4 Mr

97 kDa
67 kDa

43 kDa

- ® 30kDa

20.1 kDa
S _ — 14.4 kDa

FIGURA 55- ELETROFORESE GEL DESNATURANTE (SDS-PAGH)AS
ETAPAS DO PROCESSO DE PURIFICACAO DE TIROSINASE DBoryana

(Mr) padrées de massas moleculares; (1) tirosinaseercial (Sigma Co.); (2) extrato bruto ldeboryana, (3)
extrato precipitado com sulfato de aménio resuspen®) fracées com maior atividade na DEAE-Se@®ro
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Tirosinases de outros organismos apresentaram $aradeletroforese, muitas
vezes, similares as encontradas parh. doryana. A enzima deA. biporus é a
tirosinase mais estudada e foi originalmente repartcomo sendo uma proteina de
120 kDa com duas cadeias leves e duas cadeiasapegaicadeias pesadas possuem
67 kDa de massa molar o mesmo valor encontrado tpasanase de.. boryana
(WICHERS, H. J.; GERRITSEN, Y. A. M.; CHAPELON, 189 Em outro estudo foi
relatado que a tirosinase obtida do micélicPdeanguineus CBS 614.73 possui uma
proteina monomeérica com 45 kDa de massa molectHAl AOULI; ASTHER;
KRUUS, 2005), enquanto que as isoenzimas purifeatacorpos de frutificacdo de
L. edodes possuem massas moleculares entre 48 e 50 kDa (KABID&A, 1996). A
tirosinase do cogumelo Portobella teve sua massdar mdeterminada por
cromatografica de exclusdo por tamanho (Sephad&80k-Por este método a massa
encontrada foi de 41 kDa, mas por SDS-PAGE a masdacular foi estimada em
aproximadamente 43 e 48 kDa (ZHANG et al., 1999m@€ visto, ha variacdes nos
massas molares calculadas para tirosinase derdgererganismos, a tirosinaselde

boryana é similar as outras tirosinases de cogumelos.

5.3.8 Caracterizacdo Cinética da Tirosinase Priéigada del. boryana

Como visto na secéo 5.3.6, a variacdo na congaardeL.-DOPA provocou
um efeito ndo usual na cinética da tirosinasé.daoryana. Para um aprimoramento
do conhecimento da cinética da tirosinase ldeboryana, foram feito novos
experimentosA determinacdo do efeito da concentragdo do substia velocidade
inicial foi repetida, esta vez com a enzima préfpada (secdo 5.3.7), e com a
utilizacdo de concentracbes ainda maioresL-d@OPA. Os mesmos experimentos
também foram realizados com a tirosinase de coguomghercial (Sigma Co.).

Os resultados em triplicata foram plotados em TKSPR. A equacdo de
Michaelis-Menten (Eg. 1) e a equacdo de inibica mribstrato (Eg. 2) foram
ajustadas por regressao néo-linear aos dados.

A equacdo de Michaelis-Menten (Eq. 1) relaciona eoocrdade Yo), a

velocidade maximaVnsy € a concentracao inicial de substr&fodom a constante de
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Michaelis-MentenK,,). O K, de um substrato é a concentracdo do substratoalaq

velocidade inicial de reacéo equivale a metadeettzcidade maxima.

—_ Vmax '[ S]

A equacdao de inibicdo pelo substrato (Eq. 2) alémethcionar\), Vmay, [

e (Ky), inclui (K;), que € o fator relacionado a inibicdo pelo salbstr

_ VialS]

0 2
K +[S] +[i] Eq.(2)

Na figura 56 (A) pode-se observar que a equacadideaelis-Menten ndo se
ajusta bem aos dados experimentais obtidos comsntse dé.. boryana. O que é
mais notavel € que em altas concentracdes de atth¢#0 a 30 mM) ocorre uma
diminuicdo da atividade quando comparada a coragigs de substrato entre 5 e 10
mM. Por outro lado a equacéo de inibicdo pelo satushjustou-se bem aos dados.

Os valores dos parametros que deram o melhor ajaseguacao de inibicao
pelo substrato foraid,sx de 475 U/mLK,, de 1,9 mM &; de 72 mM para tirosinase
delL. boryana.

Os ensaios utilizando a tirosinase de cogumelo coatd SIGMA Co.) foram
realizados nas mesmas condi¢des. Os graficos apadss na figura 56 (B) mostram
gue a equacao de Michaelis-Menten ajusta bem a esselltados, enquanto que a
equacao de inibicdo pelo substrato ndo obteve wisteajpceitavel. Os parametros
encontrados para o ajuste da equacédo de Michaelde foram um Vs, de 208,1
U/mL e um K;, de 0,52 mM.
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FIGURA 56- EFEITO DA CONCENTRACAO DH-DOPA NAS ATIVIDADES
DAS TIROSINASES

(A) Tirosinase dé.. boryana (B) Tirosinase de cogumelo comercial (Sigma Co.)
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Ajuste da equacéao de inibicdo pelo substrato mpessao nao linear
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Como relatado no item 5.3.6, na literatura foi régo que, para a atividade de
catecolase, as tirosinases seguem a cinética deabdlis-Menten, mas como visto, a
tirosinase delL. boryana segue a cinética de inibicdo pelo substrato. Csso foi
realizado um trabalho de modelagem matematica dasea esquema da reacao e 0s
parametros apresentados por Cabanes et al. (¥f8g#p(57; em preto). Estes autores
propuseram um modelo cinético para a tirosinasepi@erme de rd, atuando sobre
tirosina eL-DOPA. Também eles forneceram estimativas dos ealdos parametros
do modelo. Ao modelo original foi adicionado, nartpaque esta relacionada a
oxidacdo da.-DOPA, um mecanismo classico que contempla a iébpelo substrato
(figura 57, em vermelho). Foi considerada a polddne de uma segunda molécula
de substrato ligar-se ao complexo enzima-DOPAfE E,D) ja formado,
resultando assim num complexo ternarigB,, E,D,) que € incapaz de catalisar a
reacdo. Este esquema para a tirosinase é um poaisocomplexo que o modelo
classico de inibicdo pelo substrato, dado que amenpode estar tanto na format
quanto na formaxy. Foi pressuposto que as constantes relacionadgas dormacao
dos complexos kD e E,D eram iguaisk;; = kis) € que as constantes relacionadas
com a dissociacdo destes complexos também erans ia= kig). Os valores dos
parametros foram escolhidos para que as raz0és/#g e kigkis dessem um valor
igual ao valor de&K; determinado anteriormente, ou seja, 72 mM (pastapgk,s =
kigkis = Ki = 72 mM). Note-se que neste caso a magnitude toerk si ndo é

importante, mas somente a razdo importa.
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FIGURA 57- MECANISMO DE REACAO DA TIROSINASE DEFINDO POR
CABANES et al. (1987) MODIFICADO PARA INCLUIR O FEDMENO DE

INIBICAO PELO SUBSTRATO

Em preto Modelo de Cabanes et al. (1987); em vémriaibicdo pelo substrato

T = tirosina; D =L-DOPA; Q = dopaquinona; 5 = met-tirosinase; &, = oxi-tirosinase; e &D complexo
entre oxi-tirosinase e-DOPA; E,.D complexo entre met-tirosinaseLeDOPA; E,,D, e E..D, complexos
ternarios entre a enzima e dois substratos.

A seguir estéo relacionadas as equac0Oes difersratitidas a partir do modelo

proposto na figura 57:

% = K, [Equ, [1D] + K;[Eoy D] = Ko[ Epe D] + Kygl Ey 1 D] + 05K,,[Q)] 0
=Ky [Eoy DI[D] + Ky [Ey D, ] = Kig[ E; e DI[ D] + Kig[ E, o D, ]

d[i‘t’xy] = ~K4[Eqry J1D] + Kl Eqyy D] + Ky Eg D] Ea.(4)

d[i?ﬂ] = +Kg[ E et D] = Ky E gt J1 D] + k5[ Eqyy D] Eq.(5)

d[E oy D]

= +k4[ony][ D] - k3[ony D] - kS[onyD] - k13[Eo><y DI[D]+ k14[onyD2] Eq(G)
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d[E(;wtet O] ko [E e J1D] = Kol Eye D] ~ Ky [ e D] = Kyl Epe DI D] + iyl Eye D] Eq.(7)
WoyDal _ ) oy DIIDI~Kuul Eoy D] Ea.(8)
d[Err:t P - 4,6l e DID] Ky [Ep D] Ea.(9)
dgt?] = Ky [y D] + K[ E gy D] = ky[Q] Eq.(10)
9~ s 05k,,[Q) Eq.(11)

dt

Estas equacdes foram resolvidas, usando os valoseparametros fornecidos
por Cabanes et al. (1987), na (tabela 13).

TABELA 13- RELACAO DE PARAMETROS USADOS NO MODELONIBICAO
PELO SUBSTRATO

Parametros Valores e unidades
ke 25000 M'. s* CABANES et al. (1987)
ko 10 ¢ CABANES et al. (1987)
ks 10 ¢ CABANES et al. (1987)
Ky 10° Mt st CABANES et al. (1987)
ks 107 st CABANES et al. (1987)
ke 5000 M* s* CABANES et al. (1987)
ks 10 ¢ CABANES et al. (1987)
ke 107 st CABANES et al. (1987)
Ko 5s CABANES et al. (1987)
kio 106 M*. s? CABANES et al. (1987)
Kas 107 st CABANES et al. (1987)
kao 0,41 & CABANES et al. (1987)
Kis 0,001 M*. st Presente trabalho
Kis 0,072 & Presente trabalho
Kis 0,001 M. s? Presente trabalho

Ki1g 0,072 & Presente trabalho
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Na figura 58 é mostrado uma comparacdo das previdéemodelo sobre o
perfil temporal da reacdo com os dados experimentatidos com concentracdes de
L-DOPA de 0,5 a 30 mM, utilizando como enzima astmase comercial SIGMA.
Para esta analise, foi considerado que inicialmi®3teda enzima tirosinase esta em
sua forma oxy-tirosinase e 90% na forma met-timmsen Nesta figura pode ser
observado que, com excecao das menores concestdeddOPA (0,5 e 1,0 mM),

o0 modelo baseado nas equacdes e parametros dee€@bah (1987) consegue prever
velocidades iniciais bem proximas aos valores éxmartais. Com estes resultados
podemos concluir que o modelo é consistente comnéti@a experimental da
tirosinase comercial SIGMA.

Assim como para a tirosinase de cogumelo comgi$igima Co.), foi feito uma
comparacao entre os dados experimentais da tisgsueh.. boryana e as previsdes do
modelo matematico que contempla a inibicdo pelostsatn. Foi observado que
também os ajustes do modelo aos dados experimefdaeasn melhores para
concentracOes maiores ddOPA que para as concentracfes mais baixas coigpde
e 1,0 mM (dados ndo mostrados).

Na figura 59 esta demonstrado o resultado findbdas as velocidades iniciais
obtidas pelo FORTRAN e os dados experimentais. Cpoue ser observado, as
velocidades iniciais obtidas com 0 modelo matero&#&o muito préximas as obtidas

nos experimentos no laboratério.
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FIGURA 58- COMPARACAO ENTRE OS DADOS EXPERIMENTAIS
TIROSINASE COMERCIAL (SIGMA Co.) E DADOS OBTIDOS RB MODELO
PLOTADO EM FORTRAN

(=) dados experimentais utilizando DOPA como sulstiat) modelo plotado em Fortran
DOPA (mM): (A) 0,5; (B) 1,0; (C) 3,0; (D) 5,0; (B)10; (F) 15,0; (G) 20,0 e (H) 30,0.

A inibic&o pelo substrato € o fato mais interessabtido com os estudos sobre
a tirosinase delentinula boryana, principalmente porque muitas tirosinases de
cogumelos estdo sendo caracterizadas, e a inilpeBoL-DOPA na atividade de
catecolase ndo foi anteriormente relatada. Tipicéenas tirosinases de cogumelo
seguem a cinética de Michaelis-Mentem, com valdeds,, que variam entre 1 e 10
mM (MULLER et al., 1996; ESPIN et al., 1998; ZHANS? al., 1999; HALAOULI,
ASTHER; KRUUS, 2005). Por outro lado, tem sido m@do que a atividade de
cresolase e catecolase da tirosinase de cogumelercial sofre inibicdo pelo
substrato por L-tirosina e 4-metil-catecol (BRUakf 1989; RODRIGUEZ-LOPEZ et
al., 1992).
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Foi interessante que a tirosinasd_dboryana mostrou inibicdo pelo substrato e
a enzima comercial ndo. Um maior entendimento dqu#destas diferencas poderia
ser alcancado com estudos sobre a ligacado enzinsérzio. Por exemplo, em um
estudo realizado com a enzima SULT1A1, Gamage €2@D3) obtiveram a estrutura
cristalina da enzima com seu sitio ativo ligado goas moléculas de substrats (
nitrofenol). Com um estudo deste tipo, poderiadsterminadas diferencas entre os
sitios ativos das duas tirosinases (comercial k. theryana), as quais provavelmente
Sao responsaveis por estes comportamentos distiEnd®tanto, primeiramente seria
necessario identificar qual polipeptideo ou polifgps sé8o responsaveis pela
atividade de tirosinase. Observa-se que, apés unmaale DEAE-Sepharose, foram
encontradas trés bandas no SDS-PAGE. E possiveingig de uma banda mostre
atividade de tirosinase, dado que Kanda et al.gJ18Btiveram duas fracdes diferentes
com atividade apdés a cromatografia de troca ibdeeaim extrato dé. edodes. Foi
feita eletroforese parcialmente desnaturante cowiuas fracbes com atividade e foi
observado que trés bandas possuem atividade. Quimndosada a eletroforese
totalmente desnaturante (SDS-PAGE) as mesmas fagostraram bandas em 15, 49
e 54 kDa para uma fracdo e 15, 50 e 55 kDa pangira. dPortanto, primeiramente
seria necessario purificar totalmente esta enzimngaBar as atividades das bandas da
eletroforese, para entdo utilizar a cristalografizelucidacéo do porgue a tirosinase de

L. boryana sofre inibicdo pelo substrato.
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FIGURA 59- SIMULACAO DA EQUACAO DE INIBICAO PELO SBSTRATO
DA TIROSINASE del. boryana

® Dados experimentais

[ Modelo de Cabanes et al. (1987) modificado peserever a inibi¢cdo pelo substrato

5.3.9 Efeito do Captopril na Atividade da TirosieatL. boryana

O estudo do efeito do captopril na atividade difas® (-DOPA como
substrato) foi baseado no trabalho de Espin e W4ct2901), onde foi demonstrado
que o captopril ([25]-N-mercapto-2-metil-propioriljprolina) € um inibidor
irreversivel ndo-competitivo para a atividade menofase e um inibidor irreversivel
competitivo para a atividade difenolase da tirasen@revisado por SEO; SHARMA,
SHARMA, 2003).

A concentracdo de substrato utilizada para a cagparentre as diferentes
concentracbes de inibidor foi a de 10 mM-OOPA), justificado por essa
concentracao estar muito acimaKlge ainda nao sofrer inibicdo pelo substrato.

O monitoramento deste processo € dificultado dewmidon sequestro quimico

da dopaquinona formada durante a reacao enzimagicaCaptopril, que resulta na
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formacdo de um complexo sem cor e ndo mensuragetoradicdes de ensaio. Este
seqguestro resulta em uma fdag durante o qual a absorbancia aumenta lentamente.
Somente depois de todo o Captopril ser consumidpe® pode ser observado o
aumento efetivo na absorbancia referente a gerdeddopacromo pela reagdo. A
velocidade da producdo de dopacromo apos aldgse proporcional a quantidade de
tirosinase que nao foi inibida irreversivelmentp@aptopril.

Como pode ser observado na figura 60, quanto mai@oncentracdo do
inibidor, maior € a “faséag”. Neste caso, do ensaio com o captopril, ficamnads
as velocidades iniciais apos este periodo de téage

Na figura 61 pode ser observado que a tirosinaseedknula boryana sofre
forte influéncia do captopril e que, mesmo com asenca do inibidor, pode ser
observado a inibig&o pelo substrato em concentsagl@égadas (20 e 30 mM).

[Dop=cro oo ] rnkd

0 T
0 a0 100 180 200

tempo [=]

FIGURA 60- EFEITO DO CAPTOPRIL NA ATIVIDADE CATECOASE* DA
TIROSINASE DEL. boryana

Concentrac6es de CaptoprilM): (-=) O; (-=) 50; (=) 75; ( ) 100; ¢-) 150 e ¢-) 200

*_-DOPA (10Mm) usado como substrato
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FIGURA 61- INFLUENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACOES HD
CAPTOPRIL NA ATIVIDADE DA TIROSINASE DEL. boryana

O modelo de Cabanes et al. (1987) foi novamente ifroado, com a
incorporacdo de equacdes para descrever os vddissedo Captopril, ou seja, a
inibicdo direta nas duas formas da enzima (met) exg sequiestro da dopaquinona
formada na reacéo.

Os novos parametros introduzidos foragyka constante de inibicdo da oxy-
tirosinase, ke, a constante de inibicdo da met-tirosinasesdg ,ka constante de
sequestro da dopaquinona formada. Os valores damp#aos k,y, (10 M2, s'l), Kimet
(10 M™. sY) e keq (14500 M's*) foram determinados utilizando um processo de
ajuste, por tentativa e erro, do modelo aos dadpsrignentais. O modelo conseguiu
descrever a fadag (resultados ndo mostrados) e conseguiu preveavaktuente bem
a velocidade de reacdo na fase lagisem funcdo de concentracdo de substrato (
DOPA), para as trés concentracbes de Captoprilagséieiguras 62 A, B, C). No
entanto, algumas simulagcbes ndo conseguiram ajadeguado, em algumas
concentragdes de substrato.

Como relatado na reviséo bibliografica (item 2.3¢resse por inibidores da

tirosinase é bastante elevado, principalmente @elmlvimento desta enzima com o
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escurecimento de cogumelos, frutas, cosméticoge emitros. A busca por novos

inibidores e o conhecimento sobre os mecanismoshadus na inibicdo € constante,

a modelagem matematica propicia um aprofundamementendimento da cinética da

inibicao.

0,0003
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0,

0,

Velocidade inicial
dopacromo (mb/s)

0,00005 -

0

0,0003

0,00015

Velocidade inicial
dopacromo (mM/s)

0,00005
a

0,00025 -
0,0002 -

0,0001 -

0,0003 -
00025 -
0,0002 -
00015 -
0,0001 -

0,00025 -
0,0002 -

0,0001 -

] A
40

B
0 10 20 30 40

T C
0 10 20 30 40

L-DOPA (mM)

FIGURA 62- COMPARACAO ENTRE O MODELO MATEMATICO E OS
RESULTADOS EXPERIMENTAIS NA CINETICA DA TIROSINASE

P Resultados experimentais

- Modelo de Cabanes et al. (1987) modificado parardesr a inibicdo pelo substrato e inibicao

por Captopril.

Captopril: @) 50, 75 B) E 100uM (C).
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6 CONCLUSOES

Os estudos realizados nesta tese visaram a awliagi potencial
biotecnoldgico do macrofundaentinula boryana.

O cultivo em meio liguido mostrou a viabilidade peducédo micelial, de
tirosinase a partir do micélio e de exopolissaeamsd Estes exopolissacarideos foram
caracterizados comm-(1 - 3)-xilomanana §-(1 - 3)-D-glucana altamente ramificada
em O-6. Estes polissacarideos tém potencial parasemtarem caracteristicas
reologicas interessantes, o que abre novas pergmctie estudos com estes
polissacarideos. Com as informacfes apresentadosexia tese é possivel produzir e
saber quais polissacarideos estédo sendo produzidos.

Os experimentos com o0s corpos de frutificacdo racstm quatro
polissacarideos inéditos para esta espécie. Coasile as caracteristicas quimicas
dos polissacarideos e os dados da literatura, p@desperar que, a0 menos, alguns
destes polissacarideos apresentem atividades igi@adognteressantes. Estes dados
certamente sdo demonstram um grande potenciathategico para &. boryana.

Diversas pesquisas buscam enzimas com propriedadpsciais como
termoestabilidade ou resisténcia a extremos deHsths caracteristicas ndo foram
encontras na tirosinase teboryana, mas foi demonstrado que esté tirosinase sofre
inibicdo pelo substrato na reacdo cofbbOPA. Esta caracteristica encontrada foi um
achado cientificamente muito interessante, priricipate por que este fendbmeno néo
havia sido relatado anteriormente para qualqueadubsinase.

Como concluséao final pode-se afirmar que com toelstas possibilidades

apresentadasleentinula boryana € um macrofungo com potencial biotecnolégico.



124

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDEL-AKHER, M.; HAMILTON, J. K.; MONTGOMERY, R.; MITH, F. A
newprocedure for the determination of the finectree of polysaccharideg. Amer.
Chem. Soc,v. 74, p. 4970-4971, 1952.

ALQUINI A. G.; CARBONERO, E. R.; ROSADO, F. R.; C@&SITINO, C,;
IACOMINI, M. Polysaccharides from the fruit bodiesthe basidiomycetkaetiporus
sulphureus (Bull.: Fr.) Murr.FEMS Microbiology Letters, v. 230, p. 47-52, 2004.

ANGHILERI, A.; LANTTO, R.; KRUUS, K.; AROSIO, C.; REDDI, G. Tyrosinase-
catalyzed grafting of sericin peptides onto chitosand production of protein-
polysaccharide bioconjugatek,Biotechnol v. 127, p. 508-519, 2007.

ATES, S.; CORTENLIOGLU, E.; BAYRAKTAR, E.; MEHMETOQOU, U.
Production ofL-DOPA using Cu-alginate gel immobilized tyrosinasea batch and
packed bed reactdEnzyme Microb. Technol v. 40, p. 683-687, 2007.

AXELSSON, K.; BJORNDAL, H.; LINDBERG, B. Structuref the fucoxylomannan
from Polyporus pinicola (Fr.). Acta Chem. Scandv. 23, p. 1597-1600, 1969.

AXELSSON, K., BJORNDAL, H., SVENSSON, S., HAMMARSTRM, S.,
Polysaccharides elaborated Bgmes annosus (Fr.) CookeChem. Scand v. 25, p.
3645-3650, 1971.

BAO, X.; DUAN, J.; FANG, X.; FANG, J. Chemical mduaiations of the (1 3)-a-D-
glucan from spores dbanoderma lucidum and investigation of their physicochemical
properties and immunological activitgarbohydrate Research v. 336, p. 127-140,
2001.

BARRETO-BERGTER, E.; GORIN, P. A. J. Structural ohstry of polysaccharides
from fungi and lichensAdv. Carbohydr. Chem.,v. 41, p. 67-103, 1983.

BENEDITO E.; JIMENEZ-CERVANTES C.; PEREZ D.; CUBIANA J.D;
SOLANO F.; JIMENEZ-CERVANTES J.; MEYER ZUM GOTTESB&E AM.;
LOZANO J.A.; GARCIA-BORRON J.C. Melanin formatiom ithe inner ear is
catalyzed by a new tyrosine hydroxylase kineticalhd structurally different from
tyrosinaseBiochim Biophys Acta,v. 1336, p. 59-72, 1997.

BERLINER, D. L. Berliner; R. L. Erwin; D. R. McGeeVethods of treating
Parkinson's disease using melanirint. A61K 037/00. U. S. n. 5,210,076, November
5, 1990, May 11, 1993.



125

BESOMBES, J. L.; COSNIER, S.; LABBE, P.; REVERDY,. @ biosensor as
warning device for the detection of cyanide, chitrenols, atrazine and carbamate
pesticidesAnal. Chim. Acta, v. 311, p. 255-263, 1995.

BEVILAQUA, J. V.; CAMMAROTA, M. C.; FREIRE, D. M. G SANT-ANNA, G.
L. Phenol removal through combined biological amdyenatic treatmentBraz. J.
Chem. Eng v. 19, p. 151-158, 2002.

BILINSKA, B. Progress of infrared investigations ofelanin structuresSpectrochimica
Acta, v. 52, p. 1157-1162, 1996.

BOHN, J.A.; BEMILLER, J. N. (L 3)3-D-glucans as biological response modifiers:
A review of structure-functional activity relatidmps Carbohydrate Polymers,v.28,
p.3-14, 1995

BONAKDAR, M.; VILCHEZ, J.L.; MOTTOLA, H.A. Bioampesmetric sensors for
phenol based on carbon paste electrodeglectroanal. Chem.v. 266, p. 47-55
(1989).

BOUCHILLOUX, S.; MCMAHILL, P.; MASON, H.S. The mulbtle forms of
mushroom tyrosinase - Purification and moleculaspprties of enzymes]. Biol.
Chem. v. 238, p. 1699-1707, 1963.

BOUVENG, H.O., FRASER, R.N. AND LINDBERG, B. Polyszharides elaborated
by Armillaria melllea (Tricholomataceae) part Il. Water-soluble mycelium
polysaccharidesCarbohydr. Res.v. 4, p. 20-31, 1967.

BRADFORD, M. M. A Rapid And Sensitive Method For &'lQuantities Of Protein
Utilizing The Principle Of Protein-Dye Bindingnalytical Biochemistry, 1976.

BRU, R.; SANCHEZ-FERRER, A.; GARCIA-CARMONA, F. Ctaxteristics of
tyrosinase in AOT-isooctane reverse micelRi®technol. Bioeng.v. 34, p. 304-308,
1989.

BUTLER, M. J.; DAY, A. W. Fungal melanins: A reviewanadian Journal of
Microbiology, v. 44, p. 1115-1136, 1998.

CABANES, J.; GARCIA-CANOVAS, F.; LOZANO, J. A.; GARIA-CARMONA, F.
A kinetic study of the melanization pathway betweetyrosine and dopachrome.
Biochimica et Biophysica ActaV. 923, p. 187-195, 1987.

CAMPANELLA, L.; SAMMARTINO, M. P.; TOMASSETTI, M. New enzyme
sensor for phenol determination in non-aqueousgale@s mediumSens. Actuator
B-Chem.v.7, p. 383-388, 1992.



126

CARBONERO, E.R., SASSAKI, G.L., STUELP, P.M., GORINP.A.J.,
WORANOVICZ-BARREIRA, S.M., IACOMINI, M. Comparativestudies of the
polysaccharides isolated from lichenized fungileé# genus Cladonia: significance as
chemotypesFEMS Microbiol. Lett., v.194, p. 65-69, 2001.

CARBONERO, E.R.; SMIDERLE, F.R.; GRACHER, A.H.P,;BMLINGER, C.G,;
TORRI, G.; AHTI, T.; GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M.Strcture of two glucans and a
galactofuranomannan from the lichdombilicaria mammulata . Carbohydrate
Polymers,v. 63, p. 13-18, 2006.

CARVALHO, G. M. J.; ALVES, T. L. M,; FREIRE, D.M.G.-DOPA production by
immobilized tyrosinaséippl. Biochem. Biotechnol v. 84, p. 791-800, 2000.

CHANG, S. T.; HAYES, W. A. The biology and cultiva of edible mushrooms, San
Diego, California, ACADEMIC PRESS INC. (LONDON) LTp. 445-459, 1978.

CHEN, T.; EMBREE, H.D.; WU, L.Q.; PAYNE, G. F. Intko protein—polysaccharide
conjugation: Tyrosinase-catalyzed conjugation daiye and chitosanBiopolymers,
V. 64, p. 292-302, 2002.

CHEN, J.; SEVIOUR, R. Medicinal importance of fuhg®a(1- 3), (1- 6)-glucans.
Mycological research v. 3, p. 635 — 652, 2007.

CHIACCHIERINI, E. RESTUCCIA, D. VINCI, G. Bioremedition of food industry
effluents: Recent applications of free and immaeabili polyphenoloxidaseBpod Sci.
Technol. Int. v. 10, p. 373-382, 2004.

CHIHARA, G.; HAMURO, J.; MAEDA, Y. Y.; ARAI, Y.; FIKUOKA F.
Fractionation and Purification of the Polysacchesigvith Marked Antitumor Activity,
Especially Lentinan, fronmLentinus edodes (Berk.) Sing. (An Edible Mushroom).
Cancer Researchv. 30, p. 2776-2781, 1970.

CHO, S-M.; KOSHINO, H.; YU, S-H.; YOO, I-D. A manficogalactan, fomitellan
A, with mitogenic effect from fruit bodies ofFomitella fraxinea (Imaz.)
Carbohydrate Polymers v. 37, p.13-18, 1998.

CHUNG, HY.; CHO, YJ.; KIM, T. Isolation and charadization of a water-soluble
polysaccharide from the mycelia of solid cultufsghricus blazei murill
Food Science and Biotechnology. 14, p. 259-262, 2005.

CHUNG, HY.; KIM, T. Isolation and characterizatiomf a water-soluble
polysaccharide from the mycelia of solid cultufllinus linteus Food Science and
Biotechnology, v. 14, p. 783-787, 2005.

CIUCANU, I.; KEREK, F. A simple and rapid methodrfthe permethylation of
carbohydrateCarbohydr. Res.,v. 131, p. 209-217, 1984.



127

D'AMATO, R. J. D'Amato.Use of melanin for inhibition of angiogenesis and
macular degeneration.Int. A61K 038/00. U.S. n. 6,525,019. September 2&)1,
February 25, 2003

DONG, Q.; YAQ, J.; YANG, X-T.; FANG, J-N. Structdreharacterization of a water-
soluble B-D-glucan from fruiting bodies ofgaricus blazei Murr. Carbohydrate
Research v. 337, p. 1417-1421, 2002.

DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERSP. A.; SMITH, F.
Colorimetric method for determination of sugars agldted substance&nal. Chem.,
v. 28, p. 350-356, 1956.

DURAN, N.; ESPOSITO, E. Potential applications okidative enzymes and
phenoloxidase-like compounds in wastewater and tsedtment: A reviewAppl.
Catal. B-Environ. v. 28, p. 83-99, 2000.

DYER, J. R. Use of periodate oxidations in biocheahanalysisMethods Biochem
Anal., v. 3, p. 112-149, 1956.

EDWARDS, W.; LEUKES, W.D.; ROSE, P.D.; BURTON, S.@nmobilization of

polyphenol oxidase on chitosan-coated polysulphaagillary membranes for
improved phenolic effluent bioremediatidénzyme Microb. Technol v. 25, p. 769-
773, 1999.

ENSUNCHO, L.; ALVAREZ-CUENCA, M.; LEGGE, R.L. RemaV of aqueous
phenol using immobilized enzymes in a bench scalé pilot scale three-phase
fluidized bed reactoBioprocess. Biosyst. Engv. 27, p. 185-191, 2005.

ESPIN, J. C.; VAN LEEUWEN, J.; WICHERS, H. J. Kieestudy of the activation
process of a latent mushroomgéricus bisporus) tyrosinase by serine proteases
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 47(9), p. 3509-3517, 1999c.

ESPIN, J. C.; WICHERS, H. J. Activation of a latemishroom Agaricus bisporus)
tyrosinase isoform by sodium dodecyl sulfate (SDKB)etic properties of the SDS-
activated isoformJournal of Agricultural and Food Chemistry, v. 47(9), p. 3518-
3525, 1999a.

ESPIN, J. C.; WICHERS, H. J. Kinetics of activatiohlatent mushroomAgaricus
bisporus) tyrosinase by benzyl alcoholournal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 47, p. 3503-3508, 1999b.

ESPIN, J. C.; WICHERS, H. J. Effect of captopril mmishroom tyrosinase activity in
vitro. Biochimica et Biophysica Actav. 1554, p 289-300, 2001.



128

FAN, Y. FLURKEY, W.H. Purification and characterization of tyrosaarom gill
tissue of Portabella mushroonf)ytochemistry, v. 65, p. 671-678, 2004.

FANG, Q.H.; ZHONG, J.J. Effect of initial pH on mhaction of ganoderic acid and
polysaccharide by submerged fermentation G&noderma lucidum. Process
Biochemistry, v. 37, p. 769-774, 2002.

FARIA, R. O.Avaliacdo do potencial biotecnologico déentinula boryana (BERK
& MONT) PEGLER. Curitiba, 2004.102 f. Dissertacéo (Mestrado enqgBimica) —
Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Fediydarana.

FARIA, R.O. MOURE, V.R. BALMANT, W. AMAZONAS, M.A.L KRIEGER, N.
MITCHELL, D.A. The tyrosinase produced kyentinula boryana (Berk. & Mont.)
Pegler suffers substrate inhibition MPOPA, Food Technol. Biotechnol.

FENOLL, L.G. PENALVER, M.J. RODRIGUEZ-LOPEZ, J.N. ARON, R.
GARCIA-CANOVAS, F. TUDELA, J. Tyrosinase kineticRiscrimination between
two models to explain the oxidation mechanism ofnomhenol and diphenol
substratednt. J. Biochem. Cell Biol.v. 36, p. 235-246, 2004.

GAMAGE, N.U. DUGGLEBY, R.G. BARNETT, A.C TRESILLIANM. LATHAM,
C.F. LIYOU N.E., MCMANUS, M.E. MARTIN, J. Structuref a human carcinogen-
converting enzyme, SULT1A1l - Structural and kinetnsplications of substrate
inhibition. J. Biol. Chem.v. 278, p. 7655-7662, 2003.

GELB, D.J. OLIVER, E. GILMAN, S. Diagnostic critexrifor Parkinson disease,
Arch. Neurol. v. 56, p. 33-39, 1999.

GORIN, P. A. J.; MAZUREK, M. Further studies on thgsignment of signals iiC
magnetic resonance spectra of aldoses and derivatiylglycosides.Canadian
Journal of Chemistry, v. 53, p. 1212-1223, 1975.

GORIN, P. A. J.; TEIXEIRA, A. Z.; TRAVASSOS, L. RLABOURIAU, M. L. S;
IACOMINI, M. Characterization of carbohydrate conmemts of an unusual hydrogel
formed by seed coats dfagnoia pubescens (Tingui). Carbohydr. Res, v. 282(1), p.
325-333, 1996.

GUTIERREZ, A.; PRIETO, A.; MARTINEZ, A. T. Structal characterization of
extracellular polysaccharides produced by fungi mfrothe genus Pleurotus
Carbohydrate Research v. 281, p. 143-154, 1996.

GUZMAN, G., et al.EL CULTIVO DE LOS HONGOS COMESTIBLES, México,
D. F: Instituto Politecnico Nacional, p. 150-153938



129

HAGHBEEN, K.; TAN, E.W. Direct spectrophotometrissay of monooxygenase and
oxidase activities of mushroom tyrosinase in thespnce of synthetic and natural
substrateé\nalytical Biochemistry, v. 312(1), p. 23-32, 2003.

HALAOULI, S.; ASTHER, M.; KRUUS, K. Characterizatioof a new tyrosinase
from Pycnoporus species with high potential for food technologiegplications,J.
Appl. Microbiol. v. 98, p. 332-343, 2005

HALAOULI, S.; RECORD, E.; CASALOT, L.; HAMDI, M.; 8OILLOT, J.C,;
ASTHER, M.; LOMASCOLO, A. Cloningand characterization of a tyrosinase gene
from the white-rot fungusPycnoporussanguineus,and overproduction of the
recombinant protein idspergillus niger, Appl. Microbiol. Biotechnol. v. 70, p. 580-
589, 2006.

HALAOQULI, S.; ASTHER, M.; SIGOILLOT, J-C.; HAMDI, M; LOMASCOLDO, A.
Fungal tyrosinases: new prospects in molecularadtaristics, bioengineering and
biotechnogical applicationslournal of Applied Microbiology, v. 100, p. 219-232,
2006.

HALL, G.F. BEST, D.J. TURNER, A.P.F. Amperometrinzgme electrode for the
determination of phenols in chlorofornzyme Microb. Technol.v. 10, p. 543-546,
1988.

HAQ, I.U. ALI, S. QADEER, M.A. Biosynthesis af-DOPA by Aspergillus oryzae,
Bioresour. Technol v. 85, p. 25-29, 2002.

HAQ, I.U. ALI. S. Mutation ofAspergillus oryzae for improved production of 3, 4-
dihydroxy phenylk-alanine (-DOPA) from L-TyrosineBraz. J. Microbiol. v. 37, p.
78-86, 2006.

HAWORTH, W. N. A new method of preparing alkylatsdgars.Journal of the
Chemical Societyv. 107, p. 8-16, 1915.

HAY, G. W.; LEWIS, B. A.; SMITH, F. Periodate oxidan of polysaccharides:
general procedurebdleth. Carbohydr. Chem,, v. 5, p. 357-360, 1965.

HO, P.Y. CHIOU, M.S. CHAO, A.C. Production of-DOPA by tyrosinase
immobilized on modified polystyrendppl. Biochem Biotechnol. v.111, p. 139-
152, 2003.

HOROWITZ, N. H.; FLING, M.; HORN, G. TyrosinaseN¢urospora crassa).
Methods in EnzymologyMetabolism of Amino Acids and Amines Part A, v., Bl
615-620, 1970.



130

HUANG, Q.; JIN, Y.; ZHANG, L.; CHEUNG, P.C.K.; KENBEDY, J. F. Structure,
molecular size and antitumor activities of polyssrides fromPoria cocos mycelia
produced in fermente€arbohydrate Polymers,v. 70, p. 324-333, 2007

IKEHATA, K. NICELL, J.A. Characterization of tyrosase for the treatment of
aqueous phenol8ioresour. Technol. v. 74, p. 191-199, 2000.

JESMA, J.; KREGER, D. R. Polymorphism in crystao(1 - 3)-D-Glucans from
fungal cell-walls Carbohydrate Researchv. 71, p. 51-64, 1979.

JIN, Y.; ZHANG, L.; CHEN, L.; CHEN, Y.; CHEUNG, RC. K.; CHE, L. Effect of
culture media on the chemical and physical chanatites of polysaccharides isolated
from Poria cocos mycelia.Carbohydrate Research v. 338, p.1507-1515, 2003.

JOLLEY, R.L. EVANS, L.H. MAKINO, N. MASON, H.S. OxyrosinaseJ. Biol.
Chem.v. 249, p. 335-345, 1974.

JONES, J. K. N.; STOODLEY, R. J. Fractionation gsaopper complexedlethods
Carbohydr. Chem,, v. 5, p. 36-38, 1965.

JONG, S. C.; BIRMINGHAM, J. M. Medicinal and Thergpic Value of the Shiitake
Mushroom.Advances in applied Microbiology, v. 39, p. 159-184, 1993.

KAHN V.; ANDRAWIS A. Inhibition of mushroom tyros@se by tropolone.
Phytochemistry v. 24, p. 905-908, 1985.

KANDA, K. SATO, T.; ISHII, S.; ENEI, H.; EJIRI, SPurification and properties of
tyrosinase isozymes from the gill dfentinus edodes fruiting body, Biosci.
Biotechnol. Biochem.v. 60, p. 1273-1278 1996.

KATAN, T. GALUN, E. A rapid and efficient method fothe purification of
tyrosinasefrom Neurospora, Anal. Biochem.v. 67, p. 485-492, 1975.

KAWAGISHI, H.; INAGAKI, R.; KANAO, T.; MIZUNO, T. Fraction and antitumor
activity of the water-insoluble residue Afaricus blazel fruiting bodies.Carbohydr.
Res v. 186, p. 267-273, 1989.

KERTESZ, D. ZITO, R. Mushroom polyphenol oxidase Purification and general
propertiesBiochim. Biophys. Acta v. 96, p. 447-462, 1965.

KHAN, A.A. AKHTAR, S. HUSAIN, Q. Simultaneous purtation and
immobilization of mushroom tyrosinase on an immuhody support, Process
Biochem.v. 40, p. 2379-2386, 2005.



131

KIHO, T.; YOSHIDA, I.; NAGAI, K.; UKAI, S.; HARA, C (1- 3)-a-D-glucan from
an alkaline extract ofAgrocybe cylindracea, and antitumor activity of its O-
(carboxymethyl)ated derivative€arbohydrate Research v. 189, p. 273-279, 1989.

KIM, G.Y. CUONG, N.M. CHO, S.H. SHIM, J. WOO, J.MOON, S.H.
Improvement of an enzyme electrode by poly(vingb&bl) coating for amperometric
measurement of phendialanta, v. 71, p. 129-135, 2007.

KOYANAGI, T. KATAYAMA, T. SUZUKI, H. NAKAZAWA, H. Y OKOZEKI, K.
KUMAGAI, H. Effective production of 3,4-dihydroxymmyldi-alanine (L-DOPA)
with Erwinia herbicola cells carrying a mutant tarptional regulator TyrR,J.
Biotechnol. v. 115, p. 303-306, 2005.

KUBO, I.; KINST-HORI, I. Tyrosinase inhibitors fromumin.J. Agric. Food Chem.
v. 46, 5338-5341, 1998.

KUO, M.-J.; ALEXANDER, M. Inibition of the lysis ofungi by melaninsJournal of
Bacteriology, v. 94(3), p. 624-629, 1967

KUPPER, U. NIEDERMANN, D.M. TRAVAGLINI, G. LERCH, K solation and
characterization of the tyrosinase gene frhiBurospora crassa. J. Biol. Chem v.
264, p. 17250-17258, 1989.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins dag the assembly of the head of
bacteriophage TMNature, v. 227, p. 680-685., 1970.

LANGFELDER, K.; STREIBEL, M.; JAHN, B.; HAASE, G.BRAKHAGE, A. A.
Biosynthesis of fungal melanins and their imporegamor human pathogenic fungi.
Fungal Genetics and Biologyy. 38, p. 143-158, 2003.

LEE, S.G. HONG, S.P. SUNG, M.H. Removal and bio@swn of phenol in
wastewater by a thermostalfieyrosinase Enzyme Microb. Technol.v. 19, p. 374-
377, 1996.

LEE, S.G. RO, H.S. HONG, S.P. KIM, E.H. SUNG, MPtoduction ofL-DOPA by
thermostable tyrosine phenol-lyase of a thermophliymbiobacterium species
overexpressed in recombindtgcherichia coli, J. Microbiol. Biotechnol. v. 6, p. 98-
102, 1996.

LEEUWEN, J.V.; WICHERS, H.J. Tyrosinase activitydarsoform composition in
separate tissues during developmentAgéricus bisporus fruit bodiesMycol. Res
v.103, p. 413-418, 1999.

LI, J. CHIA, L.S. GOH, N.K. TAN, S.N. Silica sol-gémmobilized amperometric
biosensor for the determination of phenolic commsyAnal. Chim. Acta, v. 362, p.
203-211, 1998.



132

LIU, Z. LIU, B. KONG, J. DENG, J. Probing trace ptuds based on mediator-free
alumina sol-gel derived tyrosinase biosengmral. Chem.v. 72, p. 4707-4712, 2000.

LOH, K.C.. TAN, C.P.P. Effect of additional carb@ources on biodegradation of
phenol,Bull. Environ. Contam. Toxicol. v. 64, p. 756-763, 2000.

LUKE, A.K. BURTON, S.G. A novel application fdleurospora crassa: Progress
from batch culture to a membrane bioreactor for bh@emediation of phenols,
Enzyme Microb. Technol v. 29, p. 348-356, 2001.

LUTZ, M. BURESTEDT, E. EMNEUS, J. LIDEN, H. GOBHADBE. GORTON, L.
MARKO-VARGA, G. Effects of different additives on tyrosinase based carbon-
paste electrodénal. Chim. Acta, v. 305, 8-17, p. 2005.

MAEDA, Y. Y., WATANABE, S. T.; CHIHARA, C.; ROKUTANDA, M.
Denaturation and renaturation @-1,6; 1,3-Glucan, Lentinan, associated with
expression of T-Cell-mediated Respong&sncer Researchy. 48, p. 671-675, 1988.

MASAMOTO, Y.; IIDA, S.; KUBO, M. Inhibitory effectof Chinese crude drugs on
tyrosinasePlanta Med. v. 40, p. 361-365, 1980.

MATA, G.; DELPECH P.; SAVOIE J. M. Selection of ains ofLentinula edodes and
Lentinula boryana adapted for efficient mycelial growth on wheat wstraRevista
Iberoamericana de Micologig v. 18, p. 118-122, 2001.

MATHEIS, G. WHITAKER, J.R. Enzymatic cross-linkingf proteins applicable to
foods,J. Food Biochemwy. 11, p. 309-327, 1987.

MINATO K, MIZUNO M, TERAI H, TSUCHIDA H. Autolysis of lentinan, an
antitumor polysaccharide, during storagelehtinus edodes, shiitake mushroond
Agric Food Chem v. 47(4), p.1530, 1999.

MISAKI A, KAWAGUCHI K, MIYAJI H, NAGAE H, HOKKOKU S, KAKUTA M,
SASAKI T. Structure of Pestalotan, A highly brandhél- 3)-beta-D-glucan
elaborated byPestalotia sp-815, and the enhancement of its antitumoriagtivy
polyol modification of the side-chairfSarbohydrate Research,v. 129, p. 209-227,
1984.

MIYAZAKI, T., NISHIJIMA, M.,. Structural examinatio of an alkaliextracted,
water-soluble heteroglycan of fungGsnoderma lucidum.Carbohydr. Res. v. 109,
p. 290-294, 1982.

MIZUNO, T. Shiitake,Lentinus edodes. Functional proprieties for medical and food
purposeskood Reviews International,v.11(1), p. 111-128, 1995.



133

MIZUNO, T.; HAGIWARA, T.;, NAKAMURA, T.; ITO, H.; SHMURA, K,;
SUMIYA, T.; ASAKURA, A. Antitumor activity and somproperties of water-soluble
polysaccharides from “Himematsutake”, the frugilmody of Agaricus blazel Murill.
Agric. Biol. Chem. v. 54, p.2889-2896, 1990.

MONTEFIORI, D.C.; ZHOU; J.Y. Selective antiviral tagty of synthetic soluble L-
tyrosine and L-dopa melanins against human immuin@eecy virus in vitro.
Antiviral Research, v. 15(1), p. 11-26, 1991.

MUKUMOTO, T.; YAMAGUCHI, H. The chemical structureof a
mannofucogalactan from the fruit bodies &fammulina velutipes (Fr.) Sing.
Carbohydr. Res v. 59, p. 614-621, 1997.

MULLER, L.A. RINZ, U. ZRYD, J.P. Characterizatiorf a tyrosinase from\manita
muscaria involved in betalain biosynthesi®hytochemistry, v. 42, p. 1511-1515,
1996.

MUNJAL, N.; SAWHNEY, S. K. Stability and propertiessf mushroom tyrosinase
entrapped in alginate, polyacrylamide and gelatals.gEnzyme and Microbial
Technology ,v. 30(5), p. 613-619, 2002.

NISTOR, C. EMNEUS, J. GORTON, L. CIUCU, A. Improvsthbility and altered
selectivity of tyrosinase based graphite electrodes detection of phenolic
compoundsAnal. Chim. Acta, v. 387, p. 309-326, 1999.

NO, J. K. et al. Inhibition of tyrosinase by gretma componentd.ife Sciences)yv.
65(21), p. PL241-PL246, 1999.

OKUN, M. R. Okun;Method of treating psoriasis.Int. AOLN 009/24, A61K 031/12,
U.S. n. 3,987,202 December 23, 1974 October 1% 197

ONNERFJORD, P. EMNEUS, J. MARKO-VARGA, G. GORTON, [yrosinase
graphite-epoxy based composite electrodes for tietecof phenols, Biosens.
Bioelectron. v. 10, p. 607-619, 1995.

ORTEGA, F. DOMINGUEZ, E. BURESTEDT, E. EMNEUS, J.OBTON, L.
MARKO-VARGA, G. Phenol oxidase-based biosensorsedsctive detection units in
column liquid chromatography for the determinatioh phenolic compounds).
Chromatogr. v. 675, p. 65-78, 1994.

OSAKU, C.A.; SASSAKI, G.L.; ZANCAN, GT.; IACOMINI,M. Studies on neutral
exopolysaccharides produced by the ectomycorrfifzeephora terrestris. FEMS
Microbiology Letters, v. 216, p. 145-149, 2002.

PERLIN, A. S.; CASU, B. Carbon-13 and proton magnetsonance spectra of D-
glucose*®C. Tetrahedron Letters, v. 34, p. 2919-2924, 1969.



134

PIALIS, P. SAVILLE, B.A. Production of -DOPA from tyrosinase immobilized on
nylon 6,6: Enzyme stability and scaletgmzyme Microb. Technol.v. 22, p. 261-268,
1998.

POMA, A.; PACIONI, G.; COLAFARINA, S.; MIRANDA, M.Efect of tyrosinase
inhibitors onTuber borchii mycelium growth in vitroFEMS Microbiology Letters,
v. 180, p. 69-75, 1999.

RATCLIFFE, B.; FLURKEY, WH.; KUGLIN, J.; DAWLEY, RTyrosinase, Laccase,
and Peroxidade in MushroomAgaricus, Crimini, Oyster, ad Shiitake). Journal of
Food ScienceV.59, n.4, 1994.

REHNSTROM, A.L.; FREE, S.J. The isolation and chktrazation of melanin-
deficient mutants ofMonilinia fructicola Physiological and Molecular Plant
Pathology,v. 49, p. 321-330, 1996.

REINHOLD, D.F. UTNE, T. ABRAMSON, N.LProcess forL-Dopa. United States
Patent 4716246 (1987).

RILEY, P.A. Melanin.International Journal of Biochemistry & Cell Biology. v. 29,
p. 1235-1239, 1997.

RODRIGUEZ-LOPEZ, J. N.; TUDELA, J.; VARON, R.; GARSCARMONA, F.;
GARCIA-CANOVAS, F. Analisis of a Kinetic Model foMelanin Biosynthesis
Pathway.Journal of Biological Chemistry. V. 267, p. 3801-3810, 1992.

ROOSEBOOM, M.; COMMANDEUR, J.N.M.; VERMEULEN, N.P.EEnzyme-
catalyzed activation of anticancer prodrirfearmacological Reviewsy. 56(1), p. 53-
102, 2004.

ROS, J.R. RODRIGUEZ-LOPEZ, J.N. GARCIA-CANOVAS, Fyrosinase: Kinetic
analysis of the transient phase and the steady;Biachim. Biophys. Acta,v. 1204,
p. 33-42, 1994.

ROSADO, F.R., CARBONERO, E.R., CLAUDINO, R.F., TIHER, C.A.,
KEMMELMEIER, C. AND IACOMINI, M. The presence of pally 3-Omethylated
mannogalactan from the fruit bodies of edible hasnycetes Pleurotus
ostreatoroseus and P. ostreatus ‘Florida’. FEMS Microbiol. Lett. v. 221, p. 119-
124, 2003.

SAEMAN, J. F.; MOORE, W. E.; MITCHELL, R. L.; MILLE, M.A. Techniques for
the determination of pulp constituents by quantigapaper chromatography.ech.
Assoc. Pulp Pap. Ind.v. 37, p. 336-343, 1954.



135

SANCHEZ—FERRER, A. RODRIGUEZ-LOPEZ, J.N. GARCIA-CANVAS, F.
GARCIA-CARMONA, F. Tyrosinase: a comprehensive eviof its mechanism,
Biochim. Biophys. Acta,v. 1247 , p. 1-11, 1995.

SANZ, V.C. MENA, M.L. GONZALEZ-CORTES, A. YANEZ-SEENO, P.
PINGARRON, J.M. Development of a tyrosinase biosendased on gold
nanoparticles-modified glassy carbon electrodepplidation to the measurement of a
bioelectrochemical polyphenols index in windgal. Chim. Acta, v. 528, p. 1-8,
2005.

SASAKI, T.; TAKASUKA, N.; Further study of the stcture of lentinan, an anti-
tumor polysaccharide frorbentinus edodes. Carbohydrate Research,v. 47, p. 99—
104, 1976.

SASSAKI, G.L.; FERREIRA, J.C.; BLANKO-GLIENKE, CTORRI, G.; TONI, F;
GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M. Pustulan and brancheegélactofurunan from the
phytopathogenic fungusGuignardia citricarpa, excreted from media containing
glucose and sucros€arbohydr. Polym. v. 48, p. 385-389, 2002.

SCORE, A.J. PALFREYMAN, J.W. WHITE, N.A. Extracdlu phenoloxidase and
peroxidase enzyme production during interspecifienghl interactions, Int.
Biodeterior. Biodegrad. v. 39, p. 225-233, 1997.

SEETHARAM, G. SAVILLE, B.A.L-DOPA production from tyrosinase immobilized
on zeolite Enzyme Microb. Technol.v. 31, p. 747-753, 2002.

SEETHARAM, G.B. SAVILLE, B.A. Degradation of phenalising tyrosinase
immobilized on siliceous supportg/ater Res. v. 37, p. 436-440, 2003.

SELINHEIMO, E. SALOHEIMO1, M. AHOLA, E. WESTERHOLMRARVINEN,
A. KALKKINEN, N. BUCHERT, J. KRUUS, K. Productionral characterization of a
secreted, C-terminally processed tyrosinase frarfitamentous fungus Trichoderma
reeseiFEBS Journal, v. 273, p. 4322-4335, 2006.

SEO, S. Y.; SHARMA, V. K.; SHARMA, N. Mushroom tysmase: Recent prospects
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51(10), p. 2837-2853, 2003.

SHIDA , M.; HARYU, K.; MATSUDA, K. On the heterogattan from the fruit body
of Lentinus edodes. Carbohydrate Researchy. 41, p. 211-218, 1975.

SHIDA, M.; UCHIDA, T.; MATSUDA, K. A (1- 3)-alpha-D-glucan isolated from
fruit bodies ofLentinus edodes. Carbohydrate Researchy. 60(1), p. 117-127, 1978.



136

SHIDA, M.; USHIODA, Y.; NAKAJIMA, T.; MATSUDA, K. Sructure of the alkali-
insoluble skeletal glucan &fentinus edodes. Journal of Biochemistry, v. 90, p. 1093-
1100, 1981.

SHIN, N. H.; RYU, S. Y.; CHOI, E. J.; KANG, S. HCHANG, I. M.; MIN, K. R;;
KIM. Y. Oxyresveratrol as the potent inhibitor oopd oxidase activity of mushroom
tyrosinaseBiochem. Biophys. Res. Commurv. 243, p. 801-803, 1998.

SMIDERLE, F. R. CARBONERO, E.R.; MELLINGER, C.G.;ASSAKI, G.L,;
GORIN, P.A.J.; IACOMINI, M. Structural charactertan of a polysaccharide and a
B-glucan isolated from the edible mushro&hammulina velutipes. Phytochemistry,

v. 67, p. 2189-2196, 2006.

SOLER-RIVAS, C. JOLIVET, S. ARPIN, N. OLIVIER, J.MWICHERS, H.J.
Biochemical and physiological aspects of brown diladisease ofgaricus bisporus,
FEMS Microbiol . Rev., v. 23, p. 91-614, 1999.

STAINSACK, J. Estudos de estruturas de melaninas sintéticas atras da
interacdo com ions metalicos paramagnéticoLuritiba, 1998.102 f. Dissertacéo
(Mestrado em Quimica) — Setor de Ciéncias Exatasdisidade Federal do Parana.

STOLL, V. S.; BLANCHARD, J. Buffers: Principles anBractice, Methods in
Enzymology, v. 182, p. 24-38, 1990.

STROTHKAMP, K.G. JOLLEY, R.L. MASON, H.S. Quateryarstructure of
mushroom tyrosinas&iochem. Biophys. Res. Communu. 70, p. 519-524, 1976.

SURENJAVA, U.; ZHANGA, L.; XUA, X.; ZHANGA, X.; ZENG, F. Effects of
molecular structure on antitumor activities of «(2)-3-D-glucans from different
Lentinus edodes. Carbohydrate Polymers,v. 63, p. 97-104, 2006.

Swiss Industrial Biotechnology, Swiss Biotech Asabon, Bern, Switzerland
disponivel em:
http://www.swissbiotechassociation.ch/files/membddBO.Ghisalba.pdf), acesso em
25 de janeiro de 2007.

TEMBE, S. KARVE, M. INAMDAR, S. HARAM, S. MELO, JD'SOUZA, S.F.
Development of electrochemical biosensor based ywosihase immobilized in
composite biopolymeric filminal. Biochem v. 349, p. 72-77, 2006.

THALMANN, C.R. LOTZBEYER, T. Enzymatic cross-linkin of proteins with
tyrosinaseEur. Food Res. Technoly. 214, p. 276-281, 2002.

TOSCANO, G.; COLARIETI, M.L.; GRECO, G. Oxidativeolymerisation of phenols
by a phenol oxidase from green oliv&sizyme Microb. Technol. v. 33, p. 47-54,
2003.



137

USUI, T., HOSOKAWA, S., MIZUNO, T., SUZUKI, T., & MGURO, H.
Investigation of the heterogeneity of heterogaladtam the fruitbodies oFomitopsis
pinicola, by employing concanavalin A-—sephalose affinityrochatography. J.
Biochem v. 89, p. 1029-1037, 1981a.

USUI, T., IWASAKI, Y., & MIZUNO, T. Isolation and lcaracterization of two kinds
of heterogalactan from the fruit bodies Ganoderma applanatum by employing a
column of concanavalin A—shephalose 4Barbohydr. Res. v. 92, p. 103-113,
1981b.

VIDAL, J.C.; ESTEBAN, J.; GIL, J.R.; CASTILLO, S. Aomparative study of
immobilization methods of a tyrosinase enzyme @ttebdes and their application to
the detection of dichlorvos organophosphorus inseet Talanta, v. 68, p. 791-799,
2006.

VINOGRADOV, E., PETERSEN, B.O., DUUS, J., WASSER,The structureof the
glucuronoxylomannan produced by culinary-medicingdllow brain mushroom
(Tremella mesenterica Ritz.: Fr., Heterobasidionggegrown as one cell biomass in
submerged cultur€€arbohydr.Res v. 339, p. 1483-1489, 2004.

WAGNER, R.Aspectos morfoldgicos e fisiologicos do crescimentde Ganoderma
lucidum em cultivo submerso Curitiba, 2003.102 f. Dissertacdo (Mestrado em
Bioguimica) — Setor de Ciéncias Bioldgicas, Uniidade Federal do Parana.

WANG, G.; XU, J.J.; YE, L.H.; ZHU, J.J.; CHEN, H.¥Highly sensitive sensors
based on the immobilization of tyrosinase in clatg8ioelectrochemistry, v.57, p.
33-38, 2002.

WANG, T. DENG, L.; LI, S.; TAN, T. Structural charterization of a water-insoluble
(1- 3)-a-D-glucan isolated from thePenicillium chrysogenum. Carbohydrate
Polymers,v. 67, p. 133-137, 2007

WASSER, S.; WEIS, A. L. Therapeutic Effects of Sabses Occurring in Higher
Basidiomycetes Mushrooms: A Modern Perspectiv@ritical Reviews in
Immunology, v. 19, p. 65-96, 1999.

WICHERS, H.J.; GERRITSEN, Y.A.M.; CHAPELON, C.G.Jyrosinase isoforms
from the fruitbodies oRgaricus bisporus, Phytochemistry, v. 43, p. 333-337, 1996.

WOLFROM, M. L.; THOMPSON, WHISTLER, R. L.; WOLFRONM. L.A.
Reduction with sodium borohydride. In (edslgthods Carbohydr. Chem.,v. 2, p.
65-68, 1963(a).

WOLFROM, M. L., THOMPSON, A. Acetylaton. In: WHISER, R. L.;
WOLFROM, M. L. (Ed.).Meth. Carbohydr. Chem, v. 2, p. 211-215, 1963(b).



138

YAHSI, A. SAHIN, F. DEMIREL, G. TUMTURK, H. Binaryimmobilization of
tyrosinase by using alginate gel beads and polyl@nide-co-acrylic acid) hydrogels
Int. J. Biol. Macromol. v. 36, p. 253—-258, 2005.

YAMADA, K. AKIBA, Y. SHIBUYA, T. KASHIWADA, A. MATS UDA, K.
HIRATA, M. Water purification through bioconversioof phenol compounds by
tyrosinase and chemical adsorption by chitosangy@&@otechnol. Prog v. 21, p. 823-
829, 2005.

YAROPOLOV, A.l. KHARYBIN, AN. EMNEUS, J. MARKO-VARGA, G.
GORTON, L. Flow-injection analysis of phenols ajraphite electrode modified with
co-immobilised lactase and tyrosina8e@al. Chim. Acta, v. 308, p. 137-144, 1995.

YAMAMOTO Y, SHIRONO H, KONO K, OHASHI. Immunopoterating Activity of
the Water-soluble Lignin Rich Fraction PreparedrfioEM - The extract of the Solid
Culture Medium ofLentinus edodes Mycelia. Bioscience Biotech. Biochem.v.
61(11), p. 1909-1912, 1997.

ZHANG, P.; ZHANG, L.; CHENG,. S. Chemical and mal&r weights ofa-(1 - 3)-
D-glucan fromLentinus edodes. Biosci. Biotechnol. Biochem.v.63 (7), p. 1197-
1202, 1999.

ZHANG, L. N.; ZHANG, M.; ZHOU, Q.; ZENG, F. B. Sdlion properties of
antitumor sulfated derivative of-(1 - 3)-D-Glucan fromGanoder ma lucidum. Biosci.
Biotechnol. Biochem v. 64, p. 2172-2178, 2000.

ZHANG, P.; CHEUNG, P. C. K. Evaluation of sulfateentinus edodes a-(1 - 3)-D-
glucan as a potential antitumor ageBtosci. Biotechnol. Biochem, v. 66(5), p.
1052-1056, 2002a.

ZHANG, P.; ZHANG, L.; CHENG, S. Solution propertie$ an a-(1- 3)-D-glucan
from Lentinus edodes and its sulfated derivative€arbohydrate Research,v. 337, p.
155-160, 2002b.



139

ANEXO A
Purificacdo de polissacarideos obtidos do Extrajoo&o 2

Como relatado no item 4.3.5 dos materiais e métoa® corpos de frutificacédo
de L. boryana foram extraidos com agua fervente até resultadativ® no teste de
fenol sulfurico. Este extrato foi reduzido de vokira precipitado com etanol (trés
volumes), o precipitado obtido foi submetido a umcpsso de purificacdo o qual
inclui congelamento e degelo, precipitacdo com ¢gmude Fehling, membranas de
exclusdo por tamanho molecular e cromatografia eltmea de troca ionica (DEAE-
Sepharose), conforme representado na figura A-1.

Na tabela A-1 pode ser observado o acompanhama@so composicoes
monossacaridicas das amostras obtidas durantecesgmde purificacdo. As analises
de RMN-3C (Figuras A-3, A-4, A-5 e A-6), mostraram sinaitpipais relacionados
a C-1 emB configuracdod 103), C-3 ligado § 86), C-2, C-3, C-4, C-5 et 73; 76;
70; 75 respectivamente, C-6 ligado6Q) e C-6 livre § 61). Estes sinais sao referentes
ap-(1-6)-D-glucana com ramificacdes em O-3 apresentada i@ $2.3. Também é
possivel a visualizacdo de sinais com pequenasiciete end 102, referente a C-1
de terminais de manose piranosidica, ede98, referente a sinais de C-1 de galactose
em a configuracdo. Provavelmente estes sinais sdoerdBs a heterogalactana
relatada anteriormente, secdo 5.2.2. Devido aoda®os procedimentos utilizados
ndo foram suficientes para purificar um polissatsri diferente aos descritos
anteriormente e a pequena quantidade de amossaeaf@s procedimentos, decidiu-se
nao continuar os trabalhos com estas fracoes.
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I Extrato Aquos I

li Precipitacéo c/ etanol 3 v

I Precipitado eteolico (WCLDb)

* Gelo degelo 3 §

| weubs | | wewn |

= Fehling =

| srwcw | prFwcLlh |
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1: G/D + Fehling | =
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FIGURA A-1 ESQUEMA DE PURIFICACAO PARA POLISSACARIEOS
EXTRAIDOS COM AGUA FERVENTE PROVENIENTES DOS CORPOSE

FRUTIFICACAO DEL. boryana
W(CLDb: Precipitado etandlico do extrato aquoso (6598);

WCLDbS: Fracdo soluvel no gelo e degelo (2,050 g);

SF-WCLb: Fracdo ndo precipitada no reativo de Rghlr53 mg);
PF-WCLDb: Fracdo precipitada no reativo de Fehlihd475 g)
PF2-WCLDb: Fracdo precipitada duas vezes com red#veehling (462,9 mg)
MR-PF2-WCLb: Fragéo retida no saco de dialise d®XDa (74,3 mg)
ME-PF2-WCLDb: Fracéo eluida no saco de didlise d@® KDa (305,3 mg)
QE-PF2-WCLb: Fragéo eluida no saco de didlise @ekB& (100,5 mg)
QR-PF2-WCLDb: Fracéo retida no saco de dialise dekba (200,5)
D15-MR-WCLb (8,5 mg)

D1117-MR-WCLb (11,0 mg)

D1821-MR-WCLDb (7,8 mg)
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TABELA A-1. COMPOSICAO MONOSSACAR[DICA DAS FRA(;C)ES)BTIDAS
DURANTE O PROCESSO DE PURIFICACAO DE POLISSACARIDEODO
EXTRATO AQUOSO DHL. boryana

Composicado monossacaridica

Fracoes Ram  Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
WCLb 1,31 4,49 3,70 90,484
WCLbS 0,44 0,35 6,17 8,96 84,07
SF-WCLb 1,16 1,27 1,123 0,68 5,70 6,64 83,55
PE-WCLb 4,98 15,16 79,85
PF2-WCLDb 3,16 5,12 15,44 76,28
NPF-WCLb 0,32 1,75 3,47 8,65 85,81
MR-PF2-WCLb 0,98 3,51 0,84 8,51 27,72 58,44
ME-PF2-WCLb 2,13 5,63 0,80 10,61 14,84 65,62
QR-PF2-WCLb 2,82 0,74 0,31 4,06 12,33 79,55
D15-MR-WCLb 0,98 10,37 15,37 37,30 35,99
D1117-MR-WCLb| o068 1,70 2,82 4,59 90,22
D1821-MR-WCLDb 7,85 16,41 75,74
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ANEXO B

Reprocessamento das amostras do Extrato KOH 1%céds precipitadas no reativo

de Fehling

Para melhorar o grau de purificagcdo dos polisséeasi presentes no extrato
obtido com KOH 1%, as fracdes precipitadas e naxiptadas com reativo de
Fehling foram novamente submetidas a um exaustivoegso de gelo e degelo. Este
processamento gerou amostras que ficaram soludakzgPF-SOL e SF-SOL),
amostras que formaram um gel (PF-GEL e SF-GEL)@stmas que ficaram insolluveis
na forma de um pé no fundo dos recipientes (PF-RO@amostra PF-SOL foi
novamente precipitada com reativo de Fehling, dhilslizada em dgua e dialisada em
membrana de didlise com poro de exclusdo de 30 KDd#&acdo eluida nesta
membrana foi aplicada em uma nova membrana de a0dd@dando uma fracao eluida
e uma retida nesta membrana. Estes procedimer#msresumidos na figura B-1.

O acompanhamento do processo de purificacdo fod figor analises da
composicdo monossacaridica das amostras PF2-CLBE-BF2-K1 e DR-PF2-K1,
(tabela B-1), onde pode ser observado que, conssagam por membranas seletivas,
ocorreu um aumento da proporcdo de glucose passdndproximadamente 95 %
para 98 % para as amostras PF2-CLK1 e DR-PF2-Kpectsamente. Com as
analises de HPSEC-MALLS, pode ser observado uméaarelsignificativa da
homogeneidade das amostras (Figura B-2) e que ast@mbR-PF2-K1 apresenta
homogénea. Também as andlises de RRON-e HMQC mostram melhora da
purificagcdo da amostra durante o processamentoréigB-3, B-4, B-5 e B-6). Estas
analises, juntamente com a metilacdo da amostr&EdRK1, demonstram a presenca
de umap-(1- 6)-D-glucana com ramificacbes em O-3, a qual foi desariais em
detalhe na secao 5.2.3 da tese.

A amostra PF-PO foi submetida a mais dois procedsoprecipitacdo com
reativo de Fehling, gerando fragdes solluveis eipitadas. Como as fracdes obtidas
ndo eram sollveis em &gua, os procedimentos da purificag@@ puderam ser

acompanhados por HPSEC-MALLS, apenas por composiganossacaridica e
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RMN-'C. Apesar das amostras ndo serem soltveis em agamalises de RMKNC
e metilacdo mostraram que este polissacarideo emesmaf-(1- 6)-D-glucana

encontrada anteriormente, item 5.2.3.

FIGURA B-1. ESQUEMA DE PURIFICACAO DE POLISSACARIOES
PROVENIENTES DE FRACOES PRECIPITADAS EM FEHLING DEXTRATO KOH
1%.
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TR-PF2-K1: Fracao reprocessada retida no saccatisedde 30 kDa (44 mg)
DE-PF2-K1: Fragéo reprocessada eluida no saccatisedde 10 kDa

DR-PF2-K1: Fracao reprocessada retida no sacaoatisedde 10 kDa (216 mg)
PF-PO: Fracao reprocessada precipitada na forma de processo de gelo e degelo
PF2-PO: Fracéo reprocessada de precipitada nugetiFehling

PF3-PO: Fracéo reprocessada de precipitada duas mezeativo de Fehling (1,985 g)
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TABELA B-1. COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOESBTIDAS
DURANTE O REPROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PRECIPITADASM
FEHLING DO EXTRATO KOH 1%

Composi¢cdo monossacaridica

FracOes Ram Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
PF2-CLbK1 1 0,5 1,1 0,5 1 15 94,5
TE-PF2-K1 tc tc 0,5 0,5 2 6,1 90
DR-PF2-K1 tc tc 1 98,5
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FIGURA B-2. ANALISE COMPARATIVA DE HOMOGENEIDADE P® HPSEC-
MALLS DAS AMOSTRAS PF2-CLbK1, TE-PF2-K1, DE-PF2-K& DR-PF2-K1.
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Over the last decade there has been a significant interest in developing biotechnologi-
cal applications of tyrosinases. These applications include the production of L-DOPA
(3,4-dihydroxyphenyl-L-alanine) from L-tyrosine, the production of cross-linked protein
networks for use as novel food additives and the detection of phenolic compounds in
wastewater or their removal from it. Much of the research into these applications has in-
volved mushroom tyrosinases. We review the potential biotechnological applications of
mushroom tyrosinases and evaluate the state of knowledge about their production, recov-
ery and immobilization. We conclude that much more research is necessary in these areas
if mushroom tyrosinases are to fulfill their biotechnological potential.
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Introduction

Tyrosinase (EC 1.14.18.1; tyrosine, L-DOPA:oxygen
oxidoreductase; catecholase; diphenol oxidase; polyphe-
nol oxidase — PPO) is a copper-containing enzyme that
catalyzes sequential oxidation steps with various pheno-
lic substrates. In the first reaction, often referred to as
the »monooxygenase« or »cresolase« activity, a hydroxyl
group is introduced into the ortho position of the aro-
matic ring while in the second reaction, often referred to
as the »diphenolase« or »catecholase« activity, the o-di-
hydroxy compound produced in the first reaction is oxi-
dized to an o-quinone. Both reactions involve molecular
oxygen (1). These activities can be used as the basis for
several biotechnological applications (2).

Although tyrosinases are widely distributed in mi-
croorganisms, plants and animals, much of the current
interest in the development of biotechnological applica-
tions has focused on the use of mushroom tyrosinases.
Several aspects of mushroom tyrosinases have been ex-
tensively reviewed, such as their biochemical characte-
ristics, their roles in the metabolism of the producing
organism and some of their potential biotechnological
applications (3). However, relatively little attention has
been given to the production and purification of mush-
room tyrosinases and a realistic appraisal of their bio-
technological potential. This review addresses these is-
sues.

*Corresponding author; Phone: ++55 41 3361 1658; Fax: ++55 41 3266 2042; E-mail: davidmitchell@ufpr.br
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Biochemical Characteristics of Mushroom
Tyrosinases

In this section we give a brief overview of the bio-
chemical characteristics of the most studied macrofungal
tyrosinase, namely that produced by Agaricus bisporus,
although characteristics of other fungal tyrosinases are
mentioned as appropriate.

As with other macrofungal tyrosinases, the tyrosi-
nase of A. bisporus is intracellular (4,5). It is a hetero-
tetramer with an apparent molecular mass of 120 kDa
with two heavy and two light polypeptide chains (3,6).
Note that tyrosinases from other fungi have different qua-
ternary structures: the tyrosinase from the macrofungus
Amanita muscaria is a heterodimer with a molecular mass
of about 50 kDa (7), while that of the filamentous fun-
gus Neurospora crassa is a 46-kDa monomer (8).

The active site of the tyrosinase of Agaricus bisporus
contains two Cu binding sites, Cu, and Cug, which in-
teract with molecular oxygen and histidine residues (3).
Depending on the copper-ion valence and the linking
with molecular oxygen, this active site exists in three in-
termediate states: deoxy (Cul-Cul), oxy (Cull-O,~Cull)
and met (Cull-Cull) (9). These three states determine
the ability of tyrosinase to bind to its substrates and
therefore determine the reaction kinetics. The met form
of the enzyme is predominant in vivo (10). This form can
bind diphenols and, during the subsequent reaction in
which it oxidizes the diphenol and releases the o-qui-
none, is converted into the deoxy-form. The deoxy-form
is able to bind reversibly with molecular oxygen, pro-
ducing the oxy-form, which can act on both monophe-
nols and diphenols (9,11).

With respect to the reaction kinetics, the second re-
action typically follows Michaelis-Menten kinetics, while
analysis of the first reaction is complicated by the lag
period during which the enzyme is converted from the
met to the oxy form (9). The first reaction step may suf-
fer substrate inhibition by L-tyrosine, the monophenol
most commonly used to characterize its kinetics (12),
while substrate inhibition of the second reaction by
L-DOPA (3,4-dihydroxyphenyl-L-alanine) has also been
reported (13).

Applications of Mushroom Tyrosinases

Initial studies of tyrosinases were motivated by a de-
sire to understand and to prevent the enzymatic brown-

ing that occurs in the presence of air when mushrooms,
fruits or vegetables are cut or bruised. This phenomenon
is intimately linked to the action of tyrosinase and cau-
ses severe economic losses in the food industry. Recently
the focus has moved to the biotechnological and envi-
ronmental applications of tyrosinases, and macrofungal
tyrosinases have commonly been chosen for these stu-
dies. The most important of the applications being in-
vestigated are the biosynthesis of L-DOPA, the detection
and quantification of phenolic compounds in water sam-
ples, the removal of phenolic compounds from waste-
waters and the production of cross-linked protein net-
works.

Use of mushroom tyrosinases for L-DOPA production

Since 1967, L-DOPA has been the preferred drug for
treatment of Parkinson’s disease (14). It is also used for
controlling the myocardium following neurogenic injury
(15). The world market for L-DOPA is about 250 tons per
year (16). Most of the L-DOPA sold commercially is pro-
duced from vanillin and hydantoin by a chemical pro-
cess that involves eight reaction steps, one of which is
an optical resolution (17).

Several investigators have studied biological routes
for production of L-DOPA. For example, systems involv-
ing whole cells of Escherichia coli (18), Erwinia herbicola
(16) or Aspergillus oryzae (5,15) have been used to trans-
form L-tyrosine into L-DOPA in the laboratory. However,
the specific activities in these processes are low and both
the initial substrate (L-tyrosine) and the desired product
(L-DOPA) suffer side reactions that produce other me-
tabolites (15).

The poor performance of whole-cell systems stimu-
lated researchers to use tyrosinases in cell-free systems.
So far all studies have involved mushroom tyrosinase
obtained from Sigma. The productivities of L-DOPA that
have been obtained in batch reactors using immobilized
tyrosinase range from 1.44 to 54 mg/(L-h) (Table 1) (19-
23). Unfortunately, these productivities are still relatively
low, which is due to two factors. Firstly, the conversion
of the added L-tyrosine is incomplete, with less than 30 %
of it being consumed during the process. Secondly, al-
though side reactions with L-tyrosine are avoided in
these enzymatic systems, some of the L-DOPA that is
produced is lost in a second tyrosinase-catalyzed reac-
tion that produces dopaquinone (Fig. 1). This dopaqui-
none isomerizes spontaneously to leukodopachrome,
which in turn reacts with a second dopaquinone mole-

Table 1. Productivities obtained for L-DOPA production using immobilized mushroom tyrosinase

Immobilization method

Productivity/(mg/(L-h))

Source

Adsorption on nylon 6,6

33 (using a single 7-h batch experiment) (19)
4.5 (in batch reactor)

Entrapment in copper-alginate gels 110 (in packed bed reactor when air was used) (20)

Adsorption on sodium aluminosilicate and calcium . .

aluminosilicate (two separate forms of zeolite) 34 (using a single 7-h batch) 21

Adsorption on polystyrene-polyamino styrene (PSNH) 1.4 for the PSNF and 2;33 for the PSCL at 30 °C

and polymethylchloride styrene (PSCL) 3.9 for the PSNH at 60 °C 22)
poly Y y 5.5 for the PSCL at 70 °C (using a batch reactor)

Adsorption on chitosan-based support 54 (on chitosan flakes using glutaraldehyde as 23)

crosslinking agent and using a batch reactor)




R.O. DE FARIA et al.: Biotechnology of Mushroom Tyrosinases, Food Technol. Biotechnol. 45 (3) 287-294 (2007) 289

NH,
OH

o Tyrosinase
—_—
N\
0, H,O

HO HO
L-DOPA

L-Tyrosine

OH
Ho/‘\jifo
OH
7 N\ B
3 woO o

NH,

Dehydroascorbic acid

Sodium ascorbate

Ehey

HO O'Na™

NH,
OH OH
o Tyrosinase o
02/—\@20
OH I 0

o-Dopaquinone

’/fast\ Cycflizattion
OH OH as

Polymerization

N
Melaning === -=== =~~~ N

Dopachrome

0=
HN
NS
0 OH

OH

Leukodopachrome

Fig. 1. Mechanism by which tyrosinase converts L-tyrosine firstly to L-DOPA and then to o-dopaquinone. Also shown are the sponta-
neous chemical reactions that lead to conversion of the o-dopaquinone into dopachrome and melanins and to the regeneration of
L-DOPA from o-dopaquinone if L-ascorbate is added to the reaction mixture

cule, regenerating one molecule of L-DOPA but also pro-
ducing a dopachrome molecule, which then polymerizes
spontaneously to produce melanin. L-ascorbate is added
to the reaction medium in an attempt to minimize mela-
nin production. It acts by reducing dopaquinone back to
L-DOPA, in a non-enzymatic reaction (Fig. 1). However,
since high concentrations of L-ascorbate not only inhibit
the cresolase activity responsible for L-DOPA synthesis
but also irreversibly inactivate the tyrosinase, the L-as-
corbate is added in the same concentration as L-tyrosine
(19). The problem is that the L-ascorbate is consumed con-
tinuously during the process. Although it could be con-
tinuously fed into the medium in order to maintain its
concentration constant, the problem would not be solved
because the continued accumulation of diphenols would
activate the melanin formation pathway anyway (24).

Amongst the results shown in Table 1, those of Ates
et al. (20) deserve special mention. They used tyrosinase
immobilized in Cu-alginate gels in continuous and batch
systems. In a continuous packed-bed, they obtained a pro-
ductivity of 110 mg/(L-h) when air was bubbled through
the bed, this productivity being 22-fold greater than that
in a batch reactor through which air was not bubbled
(20). The product of two effects explains the much
greater productivity in the aerated packed-bed. Firstly,
the ratio of immobilized enzyme preparation to reaction
medium was 9.7 g to 2.4 mL in the packed bed and 2.4 g
to 50 mL in the batch reactor (i.e. it was about 80 times
higher in the packed bed), while the residence time was
approximately 15 times shorter in the packed bed. This
combination of higher enzyme concentration but shorter

residence time would be expected to give an approxi-
mately 5-fold higher productivity in the packed bed.
Secondly, the bubbling of air was important, since the
packed-bed had a 5-fold greater productivity when it
was aerated compared to when it was not. The increase
in reaction rate with aeration occurs because molecular
oxygen is a substrate in the reaction.

Despite the progress in tyrosinase-based production
of L-DOPA, this process will probably never be commer-
cialized, since an enzymatic process involving another
enzyme, tyrosine phenol-lyase (TPL), appears to have
better potential. TPL transforms a mixture of pyruvate,
ammonia and catechol into L-DOPA in a different reac-
tion. It has the advantage that it does not have a diphe-
nolase activity and so does not react with the L-DOPA
that it produces. Ajinomoto Co. recently implanted a cell-
-free process that uses the TPL from Erwinia herbicola and
results in an L-DOPA concentration of 110 g/L after 36 h
(25).

Detection and quantification of phenolic compounds

Wastewaters containing phenols and phenolic deriv-
atives are generated by the textile, coal, chemical, petro-
chemical, mining and paper industries, amongst others
(18,26,27). Increasingly strict environmental laws are pro-
viding an impetus for the development of analytical tech-
niques for fast monitoring of these compounds. Tradi-
tionally, analysis has been based on spectrophotometric
or chromatographic methods. New techniques that are
currently being developed include capillary electropho-
resis, immunoassays, and biosensors. They potentially pro-
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vide better specificity, lower costs, and faster and sim-
pler sample processing (26).

Biosensors are currently being developed for the de-
tection of phenolic compounds, based on the reaction of
these compounds with an immobilized mushroom tyro-
sinase. Immobilization is essential because it ensures in-
timate contact between the enzyme and the underlying
signal detector and also prevents the enzyme from being
washed off the electrode when readings are made in
aqueous samples (28). The detection and quantification
of the reaction within the biosensor can be based on va-
rious different principles, such as detection of oxygen
consumption (29), direct reduction of liberated o-qui-
none (30-34) or reduction of the o-quinone using a redox
mediator such as hexacyanoferrate (35).

Despite the intensive research into biosensors based
on mushroom tyrosinase, a major obstacle to commer-
cialization of these biosensors is the relatively poor sta-
bility that the immobilized tyrosinase has under opera-
tional and storage conditions. The instability of tyrosinase
biosensors is mainly due to the fact that quinones can
form intermediate radicals in both the enzymatic and
electrochemical reactions and these radicals readily react
and polymerize to produce aromatic compounds that
can inactivate the enzyme and foul the electrode (36).

Another challenge is to ensure that the analyses are
cost-competitive and suitable for processing large num-
bers of samples. Probably the main advantage of tyro-
sinase-based biosensors would be the possibility to de-
termine the levels of phenolic compounds in situ,
allowing on-the-spot checks.

Remouval of phenolic compounds and bioremediation

The presence of phenolic compounds in drinking
and irrigation water or in cultivated land represents a
significant health and environmental hazard. In recent
years, methods for the removal and transformation of
phenolic compounds have received attention. Numerous
conventional methods have been used to remove phe-
nols from industrial wastewaters, these methods being
based on chemical or physical principles such as solvent
extraction, chemical oxidation and adsorption onto acti-
vated carbon (37). However, these methods typically in-
volve high capital and operating costs and do not re-
move the phenol completely (38). Further, they can gene-
rate secondary effluent problems. For example, the chlo-
rinated phenols that are produced by chemical processes
can be more toxic than the original compounds (39).
Some chemical and physical methods, such as oxidation
and adsorption, work cost-effectively only in waters
with high phenol concentrations (40,41).

Due to the disadvantages of physical and chemical
methods, microbial and enzymatic methods have been
investigated (27). Enzymatic processes have several po-
tential advantages over conventional biological treat-
ments. Firstly, they do not need an acclimatization pe-
riod. Secondly, they suffer less from charge shocks and
toxic compounds than microorganisms do. Finally, they
are highly specific and do not generate undesired side
products (42).

Enzymatic methods are based on oxidative enzymes
such as peroxidases and phenoloxidases (43). Peroxida-

ses require hydrogen peroxide as a co-substrate, which
complicates the process and increases costs (44). They
are used commercially, but the costs of these processes
are high (44,45). Phenoloxidases include laccases and
tyrosinases. These have the advantage that they can re-
act with molecular oxygen without the need for exter-
nally-supplied co-substrates, which leads to lower costs.
Further, when tyrosinases oxidize phenols and other ar-
omatic compounds in wastewaters, typically the oxi-
dized product will polymerize to insoluble compounds
that can be removed by filtration or precipitation (27).

Due to these features, tyrosinases have been studied
for phenol removal from wastewaters. Several studies
have involved mushroom tyrosinases. For example, Ed-
wards et al. (46) immobilized commercial mushroom
tyrosinase on chitosan-coated polysulphone capillary
membranes within a capillary bioreactor and used this
system to oxidize a range of phenols present in syn-
thetic and industrial effluents. The removal was efficient
even at low phenol concentrations, which typically cause
problems for physical and chemical methods. Further,
the chitosan adsorbed o-quinones generated during the
reaction, thereby helping to reduce enzyme inactivation.
In another example, Ensuncho et al. (44) used Agaricus
bisporus tyrosinase, immobilized on a chitosan-alginate
support, in both bench-scale and pilot-scale bioreactors
in which air was bubbled through the system. More
than 92 % of the phenol was removed in the bench-scale
reactor and 60 % in the pilot-scale reactor.

Production of cross-linked biopolymers

The food industry has an interest in developing new
biopolymers with special properties, for use not only as
emulsifying and thickening agents, but also in low-calo-
rie and low-fat foods. The cross-linking of natural poly-
mers by mushroom tyrosinase has the potential to pro-
duce such new biopolymers.

Tyrosinase forms o-quinones from tyrosine and these
o-quinones cross-link proteins by reacting with their ami-
no and sulfydryl groups (47). Halaouli et at. (48) used
this capability to form a cross-linked protein network from
casein using the tyrosinase from Pycnoporus sanguineus.
Caffeic acid was supplied as an external phenolic source
that was oxidized by the tyrosinase, with the o-quinone
product then acting as the cross-linker in the production
of protein-protein conjugates made with lysozyme, o-lac-
talbumin and B-lactoglobulin (49). Anghileri et al. (50)
used tyrosinase to produce conjugates from sericin, a
peptide found in the wastewater of silk textile indus-
tries.

In addition, a polysaccharide-protein biopolymer
was obtained from gelatin and chitosan by tyrosinase
cross-linking (51). In this process, the tyrosinase oxi-
dized tyrosine residues of the gelatin, which then re-
acted with the available amino groups of the chitosan.
The gelatin-chitosan gels formed had chemical and phy-
sical properties that were different from those of gelatin
gels.
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Production, Purification and Immobilization
of Mushroom Tyrosinases

Although it is unlikely that a commercial process
will be established for the tyrosinase-based production
of L-DOPA, other applications of tyrosinase that are cur-
rently under study do have the potential to create a
large demand for the enzyme. Mushroom tyrosinases
would seem to be natural candidates for the establish-
ment of commercial processes, based on the fact that
many of the laboratory studies have involved enzymes
from this group of organisms. The current section briefly
outlines the current state of the art in relation to produc-
tion and purification of mushroom tyrosinases.

Traditional methods for obtaining mushroom
tyrosinase

To date many researchers have either bought tyro-
sinase from commercial sources or extracted the enzyme
themselves from fruiting bodies. The enzyme sold by Si-
gma Co. is mainly extracted from Agaricus bisporus and
purified as described by Kertesz and Zito (52). Those re-
searchers who extract tyrosinase from the fruiting body
typically buy mushrooms at local markets. In this case it
is important to select fruiting bodies that are young, white
and fresh (52).

Production of tyrosinase in culture

If the applications of mushroom tyrosinases current-
ly being studied become so successful that large amounts
of enzyme are required, then it will be necessary to opti-
mize tyrosinase production in mycelial culture, either by
submerged culture or by solid-state fermentation. Such
studies have not yet been done, although several tyro-
sinase-producing basidiomycetes have been cultured in
bioreactors for the production of other products, provid-
ing experience that will be useful if a decision is made
to develop a process using one of these macrofungi.

Qualitative results from agar plate cultures of basi-
diomycetes may give insights into the conditions neces-
sary to stimulate tyrosinase production in submerged
culture. For example, tyrosinase is involved in the pro-
duction of DOPA-melanins, and the production of these
melanins in agar plate cultures may be stimulated by in-
cubation above the optimal growth temperature or by
the presence of competing microorganisms (53,54). These
results suggest that, depending on the producing organ-
ism, it might be appropriate either to start the culture at
the optimal temperature for growth and later increase
the incubation temperature to stimulate tyrosinase pro-
duction or to add extracts of antagonistic organisms to
the culture broth. However, such strategies have not yet
been tested in liquid cultures.

The only reported study of tyrosinase production by
submerged culture of a basidiomycete was undertaken
by Halaouli et al. (48), who produced intracellular tyro-
sinases from various strains of Pycnoporus cinnabarinus
and Pycnoporus sanguineus, grown in Erlenmeyer flasks
in a liquid medium containing maltose, yeast extract, salts
and vitamins. P. sanguineus CBS 614.73 was identified as
the best tyrosinase producer, reaching monophenolase and
diphenolase productivities, based on the protein in the

crude extract, of 45 and 164 U/(g-day), respectively. The
highest tyrosinase activity was reached after one week,
when maltose was totally consumed.

Although there have been no studies aiming to opti-
mize the production of tyrosinase in mycelial cultures of
basidiomycetes, a heterologous expression strategy has
been tried. Halalouli ef al. (55) noted that their strain of
P. sanguineus BRFM49 produced an intracellular tyrosi-
nase at relatively low levels. They cloned the gene for
this tyrosinase into Aspergillus niger, with the prepro-
sequence of the glucoamylase from A. niger being used
to target secretion. Their recombinant A. niger was able
to produce monophenolase and diphenolase activities in
the culture broth of 534 and 1.67 U/L, respectively. This
strategy of heterologous expression offers promise for
obtaining high levels of mushroom tyrosinases and the
secretion of the enzyme into the culture medium facili-
tates recovery and purification. Work with a microfun-
gus shows the potential of this approach: Selinheimo et
al. (56) used the cbhl promoter for the homologous su-
perexpression of the Trichoderma reesei tyr2 gene, obtain-
ing tyrosinase concentrations of up to 1.0 g/L in the cul-
ture medium.

Extraction and purification

When tyrosinase is produced in the fruiting body or
by fermentation, it is necessary to recuperate and purify
it. In the case of the fruiting body, frozen mushrooms
are homogenized in a blender and then passed through
a French press (57,58). Acetone or ammonium sulfate is
added to precipitate the enzyme and other proteins (7,
52,57,58). The resuspended precipitate is passed through
one or more chromatography columns for further purifi-
cation. The most commonly used columns contain hy-
droxylapatite (567), DEAE-cellulose (59,60) or DEAE Se-
pharose (48), although various other packings have been
used, including an immunoaffinity resin (61) and a Se-
phadex size exclusion gel (7,62). SDS-PAGE is used to
monitor efficiency during the purification steps (7,63). A
comparative study has not been undertaken, so it is not
possible to define an efficient standardized purification
protocol.

Immobilization

Most applications of tyrosinase typically require im-
mobilization, to enable the enzyme to be used repeat-
edly. It is desirable for the immobilized preparation to
have a high stability against chemical denaturants, pH
change and high temperature.

The highest productivities in batch processes for
L-DOPA production were obtained when the tyrosinase
was immobilized by adsorption on various forms of ze-
olite. Not only do these supports possess a high surface
area, but also they are excellent free radical scavengers
that enhance tyrosinase stability (21). In the case of phe-
nol biosensors and wastewater treatment processes, the
enzyme has been immobilized on various supports: an
Al Oj; sol-gel membrane overlaid on a glassy carbon elec-
trode (64), a glassy carbon electrode modified with elec-
trodeposited gold nanoparticles (65), a carbon-paste elec-
trode (30,36,66), a graphite electrode (31,67), chitosan (68),
a glassy carbon electrode with its surface modified by
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electropolymerization of a mixture of enzyme and am-
phiphilic pyrrolylalkylammonium tetrafluoroborate mo-
nomers (69), carbon-paste composites (70), and a carbon
paste electrode with a poly(vinyl alcohol) film on its sur-
face (71). However, some of these immobilization meth-
ods are rather complicated and do not give good enzyme
stability or retention (72). Immobilization of tyrosinase
on solid graphite electrodes leads to the most sensitive
electrodes, capable of detecting micromolar concentra-
tions of phenol and catechol (3). These electrodes com-
bine high versatility with low cost, the surfaces are eas-
ily renewed and the noise and background currents are
low (32,71).

In order to be able to select an adequate immobili-
zation method for a particular application, it would be
necessary to have a broad database about the perfor-
mance of different immobilized tyrosinase preparations
in different applications. Although the work cited above
does represent the initial steps in this direction, our cur-
rent knowledge is not sufficient to allow us to reach this
ideal.

Conclusions

Although the use of tyrosinases to produce L-DOPA
will probably not compete with the enzymatic process
based on tyrosine phenol-lyase, other applications, such
as the detection and removal of phenols and the produc-
tion of cross-linked protein networks, will probably lead
to increased demands for tyrosinase. In order to satisfy
these demands, it will be necessary to develop processes
for the production of tyrosinases by submerged culture.
Given that many of the studies that have aimed to deve-
lop applications have been undertaken with mushroom
tyrosinases, it would not be surprising if mushrooms
were chosen for such production processes. Unfortuna-
tely, our current state of knowledge about the produc-
tion by submerged culture and the recuperation, purifi-
cation and immobilization of mushroom tyrosinases is
limited. Also, although the heterologous expression ap-
proach could work well, it has not been widely investi-
gated for tyrosinase production. Much more research
and development work will be required before success-
ful large-scale production processes can be established.
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Introduction

We undertook a preliminary characterization of the tyrosinase produced by a strain of
Lentinula boryana from Brazil, with a view to evaluate its potential for biotechnological ap-
plications. The enzyme was similar to other fungal tyrosinases in many respects. When the
crude extract was characterized, the tyrosinase activity was optimal at pH=6 and was not
particularly thermostable, with half-lives of about 10 min and 1 min at 50 and 60 °C, re-
spectively. We purified the enzyme with ammonium sulfate precipitation followed by ion
exchange chromatography on a DEAE Sepharose column, obtaining a yield of 33 % and a
5.3-fold enrichment. The purified preparation gave three bands on SDS-PAGE, with molec-
ular masses of 20, 27 and 47 kDa. This preparation showed substrate inhibition kinetics
with L-DOPA (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine), with a Ky of 1.9 mM and a K; of 72 mM.
Under the same reaction conditions, a commercial mushroom tyrosinase followed Michae-
lis-Menten kinetics, with a Ky of 0.51 mM. Although the present study did not identify
properties that would make the tyrosinase of L. boryana more suitable in biotechnological
applications than tyrosinases from other mushrooms, it has made a contribution by show-
ing that the enzyme suffers substrate inhibition by L-DOPA, something that has not previ-
ously been reported for mushroom tyrosinases.

Key words: tyrosinase, Lentinula boryana, substrate inhibition, 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine,
L-DOPA

Lentinula boryana is an edible fungus, often referred
to as American shiitake, that grows in tropical and sub-
tropical regions of the American continent, from the south-
east of the United States of America to South America
(1). During recent studies of a strain of L. boryana from
Brazil, we noted the production of a dark pigment, which

was characterized as a DOPA-melanin (2). Since the pro-
duction of DOPA-melanin is a strong indication that the
producing organism also produces the enzyme tyrosina-
se, we tested the mycelium for tyrosinase activity. The
test result was positive.

Tyrosinase (EC 1.14.18.1; tyrosine, L-DOPA:oxygen
oxidoreductase; catecholase; diphenol oxidase; polyphe-
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nol oxidase) is a bifunctional copper-containing enzyme.
In its first reaction with a phenolic substrate, it intro-
duces a hydroxyl group into the ortho position of the ar-
omatic ring. This activity is referred to as the monooxy-
genase or cresolase activity. In its second reaction, tyro-
sinase oxidizes the o-dihydroxy compound produced in
the first reaction to an o-quinone. This activity is re-
ferred to as the diphenolase or catecholase activity (3).
These activities have recently become of interest for use
in several biotechnological applications (4-6). For exam-
ple, the cresolase activity of tyrosinase has been used to
produce L-DOPA (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine) from ty-
rosine, L-DOPA being important in the treatment of Par-
kinson’s disease. There has also been recent interest in
the development of biosensors for phenolic compounds
that work on the basis of the reaction of these com-
pounds with immobilized tyrosinase (4,5). This idea has
been extended to the development of systems in which
immobilized tyrosinase is used to remove phenolic com-
pounds from wastewaters (6).

In the present work, as an initial step in evaluating
the biotechnological potential of the tyrosinase of L.
boryana, we undertook a preliminary characterization of
the enzyme. Although the enzyme did not have charac-
teristics that would make it more suitable for biotechno-
logical applications than other mushroom tyrosinases, it
did show an interesting difference with respect to its ki-
netics, namely the fact that it suffered substrate inhibi-
tion with L-DOPA.

Materials and Methods

Microorganism

The strain used in this work, Lentinula boryana CNPF
24, originally isolated from a collection made in the At-
lantic Forest in the Brazilian State of Parand, came from
the macrofungi culture collection of Embrapa Florestas,
Parand, Brazil, where it was inoculated into logs of Eu-
calyptus grandis and then re-isolated from a fruiting body.
The mycelium used in this work was maintained on po-
tato dextrose agar (PDA) plates and stored at 4 °C.

Production and extraction of tyrosinase

Mycelium of L. boryana was scraped from a plate with
a wire loop and inoculated into 250-mL conical flasks
containing 50 mL of a medium, modified from Fang and
Zhong (7), which contained, in g/L of distilled water:
glucose 35, peptone 5, malt extract 5, NaH,PO,-H,O 1,
MgSO47H,0O 0.5 and thiamin chloride 0.05. Flasks were
incubated in an orbital shaker at 120 rpm and 21 °C for
21 days. The mycelium from each flask was then recov-
ered by filtration through a metal sieve and transferred
into a 500-mL conical flask containing 100 mL of the
same medium. These flasks were incubated in an orbital
shaker at 120 rpm and 30 °C until the mycelium became
dark (approximately 15 days). The dark mycelium was
recovered by filtration through Qualy filters of 14-um
pore size under vacuum and then lyophilized. The lyo-
philized mycelium was resuspended in phosphate buf-
fer (0.05 M, pH=6.8) and then passed three times through
a French press at 1000 psi. The extract obtained in this

step was centrifuged at 5000xg in a Hitachi Himac (CR
21E) centrifuge. The supernatant after centrifugation re-
presented the crude extract.

Purification of the crude extract

The crude extract was maintained on ice with agita-
tion and ammonium sulfate was added slowly until 60 %
of saturation. The solution was agitated overnight at 4 °C
and then centrifuged at 10 000xg. The supernatant was
discarded. The precipitate was resuspended in phos-
phate buffer (0.05 M, pH=6.8) and then dialyzed against
the same buffer with a 6 kDa molecular mass cut-off di-
alysis membrane. The resulting preparation will be here-
after referred to as the dialyzed resuspended precipitate.
A 5-mL sample of this dialyzed resuspended precipitate
was applied to a 5x15 cm column containing DEAE
Sepharose, equilibrated with phosphate buffer (0.05 M,
pH=6.8) and then eluted with a stepwise gradient of
NaCl (0 to 1.0 M in the same buffer). Fractions of 5 mL
were collected. The fractions with the highest activity
were pooled and then concentrated at 4000xg in Cen-
tricon tubes (exclusion limit of 5 kDa).

Analytical methods

The catecholase activities of the tyrosinase purified
from L. boryana and of that purchased from Sigma-Aldrich
Co. (Steinheim, Germany, hereafter referred to as com-
mercial mushroom tyrosinase) were determined based
on the method of Masamoto et al. (8), in which the for-
mation of the final dopachrome product was monitored
spectrophotometrically at 475 nm. The assay mixture con-
tained an L-DOPA (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine, Sigma-
-Aldrich Co., Steinheim, Germany) concentration of 10
mM. The standard assay was done in 0.05 M phosphate
buffer at pH=6.8 and 25 °C. In all cases initial velocities
were calculated, the values being determined by adjust-
ing a polynomial to the data and determining the tan-
gent at zero time. A unit of activity (U) was defined as a
variation of 0.01 in A5 per minute. In some cases activi-
ties were expressed as percentages of the highest enzy-
me activity obtained in the assay. The kinetic constants
were determined using L-DOPA concentrations ranging
from 0.25 to 30 mM.

SDS-PAGE was performed according to Laemmli
(9), with 4.5 % (mass per volume) polyacrylamide in the
stacking gel and 12.5 % in the separation gel. Molecular
mass markers from 14.4 to 97 kDa (Amersham Pharma-
cia Biotech) were used. The gels were stained with Coo-
massie Brilliant Blue R250.

Protein concentrations in fractions were determined
by the Bradford method (10). Bovine serum albumin
was used to construct the standard curve.

Numerical methods

Nonlinear regression was undertaken using the sub-
routine NLREG of TKSolver (Universal Technical Sys-
tems). This subroutine uses the Levenberg-Marquardt
algorithm of nonlinear optimization, which begins by
using the steepest descent method but later switches to
the Newton method to ensure rapid convergence (11I).



336 R.O. DE FARIA et al.: Substrate Inhibition of L. boryana Tyrosinase, Food Technol. Biotechnol. 45 (3) 334-340 (2007)

Two equations were adjusted to the data, namely the
classical Michaelis-Menten equation:

74
VO — max [S] /1/
Ky +[9]
and the equation for substrate inhibition,
|7 I}
v = max[ ] /2 /

o

Ky +[S]+ [Isj

The set of ordinary differential equations that con-
stituted the mathematical model (presented later) was
solved using the FORTRAN subroutine DASSL, which
uses the backward differentiation method (12). The ini-
tial velocities were determined for the simulated reac-
tion profiles in the same manner as described above for
the experimental profiles.

Results

Characterization of the crude extract

Initially, we determined the effect of temperature
and pH on the stability and activity of tyrosinase in the
crude extract. Temperature had relatively little effect on
the initial velocity over the range of 20 to 45 °C (Fig. 1).
In the case of pH, the maximal activity occurred at pH=6
(Fig. 2). The relative activity remained high as the pH
was decreased to 4.6; at this pH it was still above 70 %.
However, at still lower pH values the relative activity
fell sharply. Above pH=6, it fell relatively slowly, being
approximately 70 % at pH=8.

The tyrosinase activity was not particularly thermo-
stable. Fig. 3 shows the residual activity after a 10-min-
ute incubation in 0.05 M phosphate buffer at pH=6.8, at
temperatures ranging from 25 to 90 °C. At 25 °C the re-
sidual activity was 100 %. At 40 °C the residual activity
was still above 90 %, but for higher temperatures the re-
sidual activity fell sharply, being around 10 % at 60 °C.
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Relative tyrosinase activity/%

0 | | | | |
20 25 30 35 40 45

Temperature/°C

Fig. 1. Effect of temperature on the tyrosinase activity within
the crude extract prepared from L. boryana CNPF 24. Assays
were done in phosphate buffer (0.05 M, pH=6.8). The activity of
the sample incubated at 40 °C was taken as 100 %
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Relative tyrosinase activity/%

pH

Fig. 2. Effect of pH on the tyrosinase activity within the crude
extract prepared from L. boryana CNPF 24. Assays were done at
25 °C. The activity of the sample incubated at pH=6 in pho-
sphate buffer was taken as 100 %. Key: (A) phosphate buffer (50
mM) and (e) citrate-phosphate buffer (0.05 M)

Fig. 4 shows the kinetics of denaturation at 60 °C. Over
the first two minutes the denaturation followed first or-
der kinetics, with a half-life of 1.1 min, however, at lon-
ger times the residual activity was higher than a first or-
der decay model would predict. A temperature of 25 °C
was chosen for future assays since the enzyme shows
good stability at this temperature over the duration of
activity assays.

Partial purification of tyrosinase

We decided to purify the enzyme further before
characterizing its kinetics. To purify the enzyme, we re-
suspended the precipitate obtained after ammonium
sulfate fractionation and dialyzed it. This dialyzed re-

100
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Relative tyrosinase activity/%

o L | |
30 45 60 75 90

Temperature/°C

Fig. 3. Stability of the tyrosinase activity within the crude ex-
tract prepared from L. boryana CNPF 24 as a function of tempe-
rature. Samples of the enzyme were incubated at pH=6.8 in
phosphate buffer (0.05 M) at the given temperature for 10 min
before the residual activity was determined. The activity of the
original sample was taken as 100 %
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Fig. 4. Denaturation kinetics at 60 °C of the tyrosinase activity
within the crude extract prepared from L. boryana CNPF 24.
The enzyme was incubated in phosphate buffer (0.05 M, pH=6.8)

suspended precipitate still contained melanin. It was ap-
plied to a DEAE-Sepharose column and eluted with a
stepwise-increasing NaCl gradient. The enzyme was
eluted at 0.3 M NaCl (Fig. 5). This step separated the
tyrosinase from the melanin, since the melanin remained
in the column, not being eluted even at 1 M NaCl. In
fact, the melanin was only eluted when 1 M NaOH was
passed through the column.

This two-step purification scheme, involving ammo-
nium sulfate precipitation and ion-exchange chromatog-
raphy, resulted in a partially purified tyrosinase prepa-
ration, obtained by pooling fractions 9, 10 and 11 of Fig.
5 (i.e. the eluate between 40 and 55 mL). The total activ-
ity in this preparation was 33 % of that present in the

— 100

y(protein)/(ng/mL)

Relative tyrosinase activity/%
Relative NaCl concentration/%

VimL

Fig. 5. Elution profile obtained after ion-exchange chromatography
of the dialyzed resuspended precipitate obtained from L. borya-
na CNPF 24. Key: (A) tyrosinase activity, expressed as a percen-
tage of the fraction with the highest activity; (e) protein concen-
tration; (--) NaCl gradient expressed as a percentage, with 100 %
of the gradient corresponding to an NaCl concentration of 1 M

crude extract. The specific activity was improved 5.3-
-fold, from 20.8 to 110.7 U/mg of protein. SDS-PAGE of
this preparation gave three bands, with approximate
molecular masses of 20, 27 and 47 kDa (Fig. 6).

Effect of substrate concentration on the partially
purified tyrosinase

The effect of substrate concentration on initial veloc-
ity was tested for the partially purified tyrosinase and
the commercial mushroom tyrosinase. In the case of the
tyrosinase from L. boryana, the Michaelis-Menten equa-
tion (Eq. 1) was not able to fit adequately to the data
(Fig. 7A). In fact, at the highest substrate concentrations
the activity decreased, suggesting substrate inhibition.
The equation for substrate inhibition adjusted well to
the data, with a Ky; of 1.9 mM and a Kj of 72 mM. On
the other hand, the commercial enzyme followed classi-
cal enzyme Kkinetics, with a Ky; of 0.51 mM (Fig. 7B).

Kinetic modeling of the substrate inhibition of
the tyrosinase of L. boryana

Cabanes et al. (13) proposed a kinetic model for the
action of frog epidermis tyrosinase on tyrosine and L-DOPA
and provided estimates of the parameters of the model.
We extended the part of their model that describes oxi-
dation of L-DOPA by the inclusion of the classical mech-
anism that underlies the substrate inhibition equation,
namely the ability of a second substrate molecule to bind
to the enzyme-substrate complex to produce a ternary
complex that is unable to catalyze the reaction. Note
that tyrosinase can be in either of two forms, namely

23 4 My

Mr 1

~— 30 kDa

L 20.1 kDa

14.4 kDa

Fig. 6. SDS-PAGE of partially purified L. boryana CNPF 24 tyro-
sinase. Key: lane 1 is the commercial mushroom tyrosinase
(Sigma Co.); lane 2 is the crude extract obtained from Lentinula
boryana CNPF 24; lane 3 is the resuspended precipitate; lane 4
is the pool of fractions 9, 10 and 11 obtained after ion-exchange
chromatography. The two lanes marked M, correspond to mo-
lecular mass markers (Amersham Pharmacia Biotech)
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Fig. 7. Effect of substrate concentration on the initial velocities
for reaction with L-DOPA of (A) the partially purified L. boryana
CNPF 24 tyrosinase and (B) the commercial mushroom tyrosi-
nase. Assays were done at pH=6.8 and 25 °C. In both cases the
symbols represent the experimental data, the solid line repre-
sents the best fit of the substrate inhibition equation (Eq. 2) and
the dashed line represents the best fit of the Michaelis-Menten
equation (Eq. 1)

Epet and E,,y, both of which can bind L-DOPA (repre-
sented by D in this scheme). We assumed that both the
EneD and the E, D complexes were able to bind an ex-
tra molecule of D, which results in the reaction scheme
shown in Fig. 8.

This scheme is described by the following set of dif-
ferential equations:

dD] -
= = klEoyDI-k.[E,, JD]

—k 1o[E et JD ]+ ks [EmeD ]+ 0.5k 1,[ Q] /3/
_k 13 [E oxyD ][D] + k14 [onyDZ ]
_le [EmetD][D] + klé[EmetDZ ]

Mol ik, D1 ki [EnDI KL DT /27
d[]il]:et] = kQ[EmetD]_ klO [Ernet ][D]+ kS[onyD] /5/
d[on D]

dty = k4 [ony ][D]_kS[onyD]_kS[onyD] /6/
_le[onyD][D]+ kl4 [EoXyDZ]

d[E,.D
AEaD] B DT K [EnDT K] 7
_k15 [EmetD][D]+ k16 [EmetDZ]
d[EDXVD ]
Tz = ky3[E oy DID]-kyu[E,oyDs] /8/
d[E,.D
Ml b, DID] kuEnDa] /9
d[Q
% = kll [EmetD]+ kS[onyD]_ klZ [Q] /10/
d|P
| ]=05kuﬂg] /11/
dt
D ki
Eox,D N EoxyD2
Di Kia
ks
D k4 k5
ony D Q Emet
D
D
k11 k10 kg
EmetDZ

v

k
Q —2 P 05D+05P

Fig. 8. The scheme for reaction of tyrosinase with L-DOPA, mo-
dified from Cabanes et al. (13) in order to include substrate in-
hibition. Note that the enzyme can be in either of two forms,
Emet 0r Egyy, both of which are capable of binding L-DOPA. Key:
D is L-DOPA, P is the final product, dopachrome, Q is the inter-
mediate product, dopaquinone; Eqy,D and Ey,eD are the catalytic
enzyme-substrate complexes; EqyD; and EpeD; are the com-
plexes that result from the binding of a second L-DOPA mole-
cule to the enzyme-substrate complexes. These ternary com-
plexes cannot catalyze the reaction

B D
~ A 3 E b
15 D

These equations were solved numerically, using the
parameter values listed in Table 1. In the case of the
constants associated with the formation of the E_.D,
and E, D, complexes, it was assumed that the funda-
mental velocity constants were the same, independently
of the enzyme being in the met or oxy form (i.e. kj;=kis5
and k;,=k;¢), and that in both cases the ratio of the disso-
ciation constant to the complex formation constant was
equal to 72 (i.e. kiy/ki3=kic/ki5=K;=72 mM). When this
model was used to simulate the reactions, the predicted
initial velocities were very close to the experimental val-
ues (Fig. 9).

Discussion

Many of the characteristics of L. boryana tyrosinase
are similar to those of other mushroom tyrosinases and
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Table 1. Values of the kinetic constants in the model used to de-
scribe substrate inhibition (see Fig. 8)

Kinetic constant* Value and units Source
ks 1057 (13)
ks 10° ML (13)
ks 10%s7! (13)
ko 557 (13)
k1o 10° ML (13)
kn 102 s7! (13)
k2 04157 (13)
ki3 0.001 M1s7! this work
kia 0.072 57! this work
kis 0.001 M1s7! this work
kie 0.072 57" this work

*The same numbering system is used as that used by Cabanes
et al. (13). Since they also included the reaction with L-tyrosine
in their model, they had kinetic constants that are not included
in the current model (namely k1, k2, ke, k7 and ks)

0.4

Initial velocity/(uM/s)

0.0 @ | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

c(L-DOPA)/mM

Fig. 9. Simulation of substrate inhibition of the L. boryana tyro-
sinase. Key: (o) experimental results; (—) predictions of the mo-
del of Cabanes et al. (13), modified to describe substrate inhibi-
tion

therefore we did not identify properties that would make
it more suitable for biotechnological applications than
other tyrosinases. A pH optimum in the vicinity of 6 to
7 was also found for the tyrosinases of Pycnoporus san-
guineus and Portabella mushrooms (a large, brown vari-
ety of Agaricus bisporus) (14,15). The tyrosinase from L.
boryana is less thermostable than that from P. sanguineus.
The P. sanguineus enzyme had a half-life of 120 min at 50
°C (14), whereas Fig. 3 suggests that the 10-minute incu-
bation time represented the half-life at 50 °C for the L.
boryana enzyme.

The most interesting feature of the L. boryana tyro-
sinase identified in the current work is the occurrence of
substrate inhibition in the reaction with L-DOPA. Al-
though many mushroom tyrosinases have been kineti-

cally characterized, substrate inhibition of the catecholase
activity with L-DOPA has not previously been reported.
Typically, studies with L-DOPA as the substrate have shown
that mushroom tyrosinases follow Michaelis-Menten ki-
netics, with Ky, values varying from about 1 to 10 mM
(14,16-18). On the other hand, the cresolase and cate-
cholase activities of commercial mushroom tyrosinase
have been reported to suffer substrate inhibition by L-ty-
rosine and 4-methylcatechol, respectively (19,20).

We were able to modify the model of tyrosinase ki-
netics proposed by Cabanes et al. (13) to describe sub-
strate inhibition. In fact, the modified model fitted rea-
sonably well to our data when we used the same values
for the fundamental constants as they did, at least for
those reaction steps that are common. This may appear
surprising, since the two tyrosinases are from widely
different sources, ours being from a mushroom while
that of Cabanes et al. was from frog epidermis. How-
ever, the good fit is a coincidence that owes itself to the
fact that our enzyme had a similar Ky, to that of the frog
epidermis enzyme.

It is interesting that the L. boryana tyrosinase shows
substrate inhibition by L-DOPA whereas the commercial
mushroom tyrosinase does not. An understanding of the
reasons underlying this difference would only be possi-
ble with studies of substrate binding, such as that un-
dertaken by Gamage et al. (21) with the enzyme SULT1A1;
they obtained crystal structures in which a second mole-
cule of the substrate, in this case p-nitrophenol, had
bound to the active site. Such a study would identify
the differences in the structures of the active sites of the
two enzymes that are responsible for the different ki-
netic behavior. However, first it would be necessary to
identify in which polypeptide or polypeptides the tyro-
sinase activity resides. Note that our finding of three
bands in the SDS-PAGE after ion-exchange chromatog-
raphy is not without precedent and that it is possible
that more than one will show tyrosinase activity. Kanda
et al. (22) obtained two activity peaks after ion exchange
chromatography of an extract from Lentinula edodes. When
the fractions corresponding to each peak were analyzed
by partially denaturing SDS-PAGE, both had three bands
that showed tyrosinase activity. Fully denaturing SDS-
-PAGE of the same fractions gave bands at 15, 49 and 54
kDa for one fraction and 15, 50 and 55 kDa for the other.
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