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RESUMO

Dentre as doencas cardiovasculares (DCV), a trombose representa 30% dos 70%
dos 6bitos globais e sdo oriundas da formagao e/ou desenvolvimento de coagulos
sanguineos em veias e artérias pelo acumulo de fibrina. As proteases com agéao
fibrinolitica dissolvem os coagulos mediante a ativagao da plasmina. Dentre as mais
variadas fontes de obtencdo destas enzimas, os cogumelos comestiveis
pertencentes ao género Pleurotus sp. se destacam como produtores de enzimas
com potencial biotecnolégico. O objetivo desse trabalho consistiu, inicialmente, em
detectar e quantificar, dentre diferentes meios e métodos de cultivo, a producéo de
proteases fibrinoliticas, avaliar o nivel de citotoxidade dos extratos obtidos, purificar
e determinar o tamanho molecular e caracterizar bioquimicamente o extrato
selecionado. Para tal, quatro residuos de frutas amazénicas, trés produtos
alimentares e trés meios de cultivo sintéticos foram utilizados para obtencao das
proteases. Em todos os substratos avaliados foi detectado a produgao de proteases
com agao fibrinoliticas. Os meios de cultivo com maior teor de atividade fibrinolitica,
foram: o residuo borra de café — PPBB, 97,71 U/mL, o farelo de aveia - PPFA,
168,31 U/mL e o meio de cultivo sintético Extrato de Malte — PPEM, 173,20 U/mL.
Em seguida, todos os extratos de P. pulmonarius foram submetidos a analise de
toxicidade utilizando células de linhagens de fibroblastos humano (MRC-5) por 72
horas. Dentre os 10 substratos analisados, 2 substratos apresentaram alteragdes
morfolégicas quando comparadas ao controle negativo (DMSO). PPEM foi, entao,
liofilizado e semipurificado. Das 21 fragdes coletadas, a fracdo 1G11 apresentou
maior atividade proteolitica e fibrinolitica especifica. Esta fragéo foi entdo, reinjetada
em sistema AKTA Avant sob as mesmas condicées iniciais, obtendo um unico pico
ativo com 51% de recuperagéao de proteases e 5,94 vezes de purificagado (atividade
especifica de 70,24 U / mL). Nas condigbes experimentais utilizadas, esta fragdo
apresentou duas bandas distintas com peso molecular de 48 e 63 KDa,
respectivamente, via SDS-PAGE, sugerindo fragdo enzimatica homogénea sob
condi¢cdes nao redutoras, apresentou atividade 6tima em pH 8,0, a 50 °C, sendo
classificada como metaloprotease, zinco e calcio dependente e inibicao parcial da
atividade na presenca de metanol, isopropanol, acetona, butanol, acetonitrila,
DMSO, Triton X 100 e CTAB. A acao destes biocatalisadores foi inibida pela
presenca de Fe*?. Desta forma foi possivel concluir que a espécie de cogumelo
comestivel P. pulmonarius produziu proteases com acgao fibrinolitica em ambos os
meétodos de cultivo avaliados demostrando o potencial biotecnolégico desta espécie
de cogumelo na producao de proteases com acao fibrinolitica.

Palavras-chave: Trombose, residuos, meios de cultivo, proteases.



ABSTRACT

Among cardiovascular diseases (CVD), thrombosis accounts for 30% of 70% of
global deaths and is caused by the formation and/or development of blood clots in
veins and arteries due to the accumulation of fibrin. Fibrinolytic proteases dissolve
clots by activating plasmin. Among the most varied sources of obtaining these
enzymes, edible mushrooms belonging to the genus Pleurotus sp. stand out as
producers of enzymes with biotechnological potential. The objective of this study
was initially to detect and quantify, among different culture media and methods, the
production of fibrinolytic proteases, evaluate the level of cytotoxicity of the extracts
obtained, purify and determine the molecular size and characterize biochemically
the selected extract. For this purpose, four Amazonian fruit residues, three food
products and three synthetic culture media were used to obtain the proteases. In all
substrates evaluated, the production of proteases with fibrinolytic action was
detected. The culture media with the highest fibrinolytic activity content were: coffee
grounds residue - PPBB, 97.71 U/mL, oat bran - PPFA, 168.31 U/mL and the
synthetic culture medium Malt Extract - PPEM, 173.20 U/mL. Then, all P.
pulmonarius extracts were subjected to toxicity analysis using human fibroblast cell
lines (MRC-5) for 72 hours. Among the 10 substrates analyzed, 2 substrates
presented morphological alterations when compared to the negative control
(DMSO). PPEM was then lyophilized and semipurified. Of the 21 fractions collected,
fraction 1G11 presented the highest specific proteolytic and fibrinolytic activity. This
fraction was then reinjected into the AKTA Avant system under the same initial
conditions, obtaining a single active peak with 51% protease recovery and 5.94-fold
purification (specific activity of 70.24 U/mL). Under the experimental conditions
used, this fraction presented two distinct bands with molecular weights of 48 and 63
KDa, respectively, via SDS-PAGE, suggesting a homogeneous enzymatic fraction
under non-reducing conditions. It presented optimal activity at pH 8.0, at 50 °C, and
was classified as a zinc- and calcium-dependent metalloprotease, with partial
inhibition of activity in the presence of methanol, isopropanol, acetone, butanol,
acetonitrile, DMSO, Triton X 100, and CTAB. The action of these biocatalysts was
inhibited by the presence of Fe+2. Thus, it was possible to conclude that the edible
mushroom species P. pulmonarius produced proteases with fibrinolytic action in
both cultivation methods evaluated, demonstrating the biotechnological potential of
this mushroom species in the production of proteases with fibrinolytic action.

Keywords: Thrombosis, residues, culture media, proteases.
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1. INTRODUGAO

As doencas sao definidas como condigdes particulares anormais que afetam
negativamente o organismo, estrutura e/ou fungcdo (Lebnidas hegenberg, 1998).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude — OMS (2023), as doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNT) estdo entre os principais problemas de saude publica sendo
responsaveis por 70 % dos obitos globais equivalendo, em média, a 38 milhdes/ano.
Dentre essas doengas, 30% s&o oriundas de doengas cardiovasculares (DCV) e 16%
a neoplasias (Malta et al, 2023).

Dentre as DCV, destaca-se a trombose caracterizada pela formagéo ou
desenvolvimento de coagulo sanguineo (trombo) (Huang C, et al, 2020) decorrente da
auséncia de hidrdlise da fibrina (Muguet et al, 2022) gerando inflamacao das paredes
dos vasos e/ou artérias (Choi et al, 2018).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (2023), a angina de peito e
o infarto do miocardio podem ocorrer em casos de hemorragia intracerebral grave
(HIC), sendo a formacdo de coagulos de fibrina nos vasos sanguineos um dos
principais fatores que contribuem para essas complicagdes (Sharma et al., 2021). Os
coagulos de fibrina, que constituem o principal componente de um trombo, sao
formados a partir do fibrinogénio, o qual é catalisado pela enzima trombina. Em
condigbes fisiologicas normais, ha um equilibrio dindmico entre a formagéo e a
degradacéao do fibrinogénio. No entanto, quando esse equilibrio entre os sistemas de
coagulagao e fibrindlise é perturbado, ocorre acumulo de fibrinogénio, favorecendo a
formagao excessiva de coagulos de fibrina (Wong & Mine, 2004).

A fibrina € uma proteina presente no sangue que desempenha um papel
essencial na hemostasia. Ela é formada a partir da conversao do fibrinogénio, uma
proteina soluvel, em monbémeros de fibrina. Esses mondémeros polimerizam-se
espontaneamente, originando uma rede tridimensional de gel de fibrina que contribui
para a estabilizagdo do coagulo sanguineo (Buba et al., 2018).

Atualmente, os tipos comuns de medicamentos usados para intervengao
clinica incluem inibidores de agregacdo plaquetaria (aspirina), anticoagulantes
(heparina e varfarina) e agentes tromboliticos (Barzkar et al., 2022 ; De Carlo et
al., 2023 ) (Figura 1 ). No entanto, dados clinicos revelaram que os tratamentos com
esses medicamentos foram associados a um risco substancialmente aumentado de
complicagdes, incluindo hemorragia cerebral (Christopoulou et al., 2017 ; Dimitriadis
etal.,, 2022 ; Geller et al., 2023 ; Reish et al., 2023 ; Tanaka et al., 2023 ). Portanto,
métodos mais seguros e eficazes para prevenir a formagao de trombos sao
necessarios.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-bib-0002
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-bib-0010
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-fig-0001
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-bib-0008
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-bib-0011
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-bib-0015
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-bib-0057
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-bib-0069
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No tratamento da trombose, duas abordagens principais sdo empregadas: o
uso de agentes farmacoldgicos antitrombdticos — como anticoagulantes,
antiplaquetarios ou agentes fibrinoliticos — que atuam dissolvendo ou inibindo a
formagdo de trombos em veias e/ou artérias; e a realizagcdo de procedimentos
cirargicos, quando necessario (Mackman et al., 2020).

Os medicamentos tromboliticos tém se mostrado altamente eficazes, com
taxas de sucesso em torno de 95% (Organizagao Mundial da Saude [OMS], 2022). No
entanto, seu elevado custo, o dificil acesso em algumas regides e a ocorréncia de
efeitos colaterais de diferentes intensidades evidenciam a necessidade de identificar
novas fontes terapéuticas, como proteases com acéo fibrinolitica de origem alternativa
(Audéncio et al., 2023).

Diante das limitagbes associadas aos agentes tromboliticos convencionais,
cresce o interesse da comunidade cientifica na exploragdo de novas fontes de
enzimas com potencial fibrinolitico, especialmente as de origem microbiana vegetal.

Dessa maneira, analisando a biodiversidade de fungos e sua importancia para
o mercado industrial, inumeras espécies desses organismos s&o consideradas
produtores de proteases, sendo predominantes nos processos biotecnoldgicos os
representantes dos géneros Aspergillus, Penicillium, Mucor, Fusarium e Pleurotus
(Santana et al, 2022).

Espécies do género Pleurotus sdo cogumelos com valiosas fontes de
nutrientes e fibras que, em diferentes condicbes de cultivo, produzem diversos
metabdlitos com alto valor econémico, baixo custo e com amplo interesse alimenticio,
farmacéutico e ambiental (Coélho et al, 2022).

Estudos apontam que a espécie P. pulmonarius produz diferentes compostos
bioativos que podem ser estudadas para aplicacdo no tratamento de diferentes
doengas (Rahman et al, 2022) que podem ser sintetizados e produzidos em escala
para o manejo de diversas doencgas (Okechi et al, 2024).

A medida que o modo de produgéo industrial de enzimas fibrinoliticas evolui,
a producao de enzimas fibrinoliticas a partir de residuos agroindustriais nao
renovaveis tornou-se um foco mediante o valor agregado e aspecto sustentavel (Yang
et al., 2020) o que requer estagios de purificagdo e caracterizagdo, promovendo uma
visdo geral sobre sua estrutura e mecanismo de acdo, que esta associado as suas
propriedades fisico-quimicas e parametros cinéticos unicos (Ali et al, 2020).

Assim o presente trabalho foi avaliado a producdo, semipurificacdo e
caracterizacgao bioquimica de proteases com acéo fibrinolitica obtidas por extratos de
P. pulmonarius 1958.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/fsn3.3601#fsn33601-bib-0091
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Com o intuito de aprofundar o desenvolvimento da pesquisa, o objetivo geral
deste estudo é: Producgédo e caracterizagdo de proteases fibrinoliticas obtidas por
Pleurotus pulmonarius. Para alcancgar esse objetivo, foram definidos os seguintes

objetivos especificos:

e Produzir proteases utilizando diferentes meios de cultivo e substratos com
Pleurotus pulmonatrius;

e Determinar o teor de proteinas totais, bem como a atividade proteolitica e
fibrinolitica dos extratos obtidos;

« Avaliar a citotoxicidade dos extratos produzidos;

« Realizar a semipurificacdo do extrato selecionado;

e Determinar o teor de proteinas totais, além da atividade proteolitica e
fibrinolitica das fragcbes obtidas;

e Determinar o peso molecular das proteinas por meio de SDS-PAGE a partir do
extrato selecionado;

« Caracterizar bioquimicamente a enzima obtida, avaliando parametros como pH,
temperatura, ions metalicos, inibidores e solventes.

« Detectar o teor de proteinas totais, atividade proteolitica e fibrinolitica das
fragbes obtidas;

* Determinar tamanho molecular das proteinas via SDS-PAGE das protedo
extrato selecionado;

» Caracterizar bioquimicamente a enzima obtida do extrato selecionado (pH,

temperatura, ions metalicos, inibidores, solventes).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencgas cardiovasculares: trombose

As doencas sao definidas como condi¢cdes particulares anormais que afetam
negativamente o organismo e/ou estrutura ou funcdo (Leonidas hegenberg, 1998).
Dentre elas, as doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) sao responsaveis por
cerca de 70% dos o6bitos globais, equivalendo a mais de 38 milhées de mortes por

ano, excedendo significativamente as mortes por causas externas e por doengas
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infecciosas, perda de qualidade de vida, além de impactos adversos econémicos e
sociais (OMS, 2023).

Dos obitos por DCNT, cerca de 45%, mais de 17 milhdes, s&do causadas por
doengas cardiovasculares (DCV) (Malta et al, 2023) e distribuigao similar € observada
no Brasil, onde 72% das mortes (em média, 14 milhdes de brasileiros) resultam de
DCNT, sendo que 30% correspondem as doencgas cardiovasculares e 16% a
neoplasias, comprovando que as DCV sao a principal causa de morte no pais (SBC,
2022). Dentre as DCV, destaca-se a trombose, caracterizada pela formagéo ou
desenvolvimento de coagulos sanguineos cujo componente proteico principal é a
fibrina que reveste o coagulo formado, originada a partir da reagao entre o fibrinogénio
e a trombina no endotélio vascular, ocasionando obstrucio parcial ou total do fluxo
sanguineo (Huang C, et al, 2020).

A fibrina contém dominios estruturais globulares expandidos em ambas as
extremidades (dominios D) e um dominio estrutural central (dominio E), que sao
conectados por trés cadeias peptidicas a-helicoidais (Figura 1). A estimulagcdo por
fatores exdgenos ou endogenos leva a ativagao de fatores de coagulagéo, apds os
quais a tromboplastina é convertida em trombina sob catalise de ions de calcio (Li et
al., 2024).

A trombina se liga ao sitio substrato do dominio E do fibrinogénio e cliva o
fibrinopeptideo A (FpA), um peptideo de 16 peptideos de comprimento, do N-terminal
da cadeia Aa. Ela também cliva o fibrinopeptideo B (FpB), um peptideo de 14
peptideos de comprimento, do N-terminal da cadeia BB, deixando apenas o
mondmero de fibrina (MACRAE et al., 2021). Os mondmeros de fibrina formam
espontaneamente fibrina insoluvel através de ligagdo nao covalente entre os dominios
estruturais D e E, enquanto as interagdes entre as cadeias a-a e a-y promovem
agregacao lateral (MACRAE et al., 2021)



15

Figura 1: Etapas do processo de ativagao da trombina (Adaptado de Santana)
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Fonte: Adaptado de Santana et al, 2022.

A geragdo de um multimero de fibrina estavel e insoluvel somente ocorre
através da ativagao do fator de coagulagéo Xl para produzir o fator de coagulagao
Xllla (uma transglutaminase que promove ligagao do grupo €-amino de um residuo de
lisina ao grupo y-amino de um residuo de glutamina, formando assim, uma ligagcao
peptidica), sob catalise de ions de calcio, levando a formagao de ligagcbes cruzadas
covalentes por meio da montagem das extremidades C-terminais antiparalelas das
cadeias y entre as moléculas de fibrina polimerizadas (Li et al., 2024).

A trombose subdivide-se em dois tipos principais: em trombose arterial e
trombose venosa (Quintero et al, 2020). A trombose arterial € composta pelo acumulo
de plaquetas agregadas e aderidas a parede da artéria danificada, particularmente na
circulagdo coronaria, enquanto que a trombose venosa acontece em vasos mais
profundos localizadas nas pernas ou bragos (OMS; 2023).

Uma oclusédo arterial geralmente € desencadeada pela erosdo ou ruptura de
uma placa aterosclerdtica, ou devido a embolizacdo de um trombo no coracéo ou em
outras artérias (Quintero et al, 2020). Os mecanismos que levam a ruptura da placa e
aqueles que determinam a natureza e a extensao das respostas tromboticas
subsequentes n&do sao totalmente compreendidos (De filippis et al, 2018).
Aproximadamente 80% das rupturas de placas sado curadas por meio de uma
resposta hemostatica controlada e, ndo necessariamente, resultam em trombose

coronaria oclusiva (Quintero et al, 2020).
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Para a formagao da trombose venosa, sdo compreendidos dois tipos clinicos
principais: ocorréncia tanto numa veia profunda (TVP) quando um ou varios émbolos
sdo liberados na circulagdo venosa e se alojam na vascularizagdo pulmonar,

originando assim, uma tromboembolia pulmonar (TEP) (Cercas et al, 2017).

2.1.1 Tratamento para a trombose

Atualmente, pacientes com DCV recebem ativadores de plasmina, como
estreptoquinase, alteplase (t-PA), anistreplase, reteplase (r-PA) e tenecteplase
(TNK- t-PA), que estdo disponiveis comercialmente e sao tromboliticos aprovados
pela Food Drug Administration - FDA (Hazare chimnay et al, 2024).

No entanto, referente a estreptoquinase e agentes tromboliticos derivados,
como tratam-se de proteina derivada de uma bactéria hemolitica, € capaz de estimular
a producao de anticorpos em humanos, tornando o medicamento inativo e impedindo
sua readministragcéo por, em média, seis meses apos sua primeira aplicagéo (Hazare
chimnay et al., 2024).

Figura 2: Atividade enzimatica e particularidades do agente fibrinolitico alteplase.
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Fonte: Elaboracao prépria (2025).

A European Stroke Organization (ESO), divulgou diretrizes para o tratamento
de trombose intravenosa para acidente vascular cerebral isquémico agudo, com

Alteplase, um agente trombolitico, comprovadamente eficaz no tratamento de
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acidente vascular cerebral isquémico agudo, trombose venosa profunda e outras
doengas vasculares (BERGE et al, 2021).

Medicamentos antiplaquetarios como aspirina, clopidogrel, prasugrel e
ticagrelor, juntamente com inibidores de fosfodiesterase como dipiridamol e cilostazol,
demonstraram papéis significativos na prevencgao e tratamento de acidente vascular
cerebral isquémico e sindrome coronariana aguda (SCA) (Rothwell, p, m, 2021; liu et
al, 2023).

O uso prolongado de AINEs esta associado a varios efeitos adversos, incluindo
toxicidade gastrointestinal, riscos cardiovasculares, hepatotoxicidade, toxicidade renal
e hipertensao (BINDU et al., 2020).

Estudos presentes na literatura propdem que a aspirina inibe a agao enzimatica
da cicloxigenase/prostaglandina-endoperéxido sintase (PGHS), que por sua vez
impede a biossintese da prostaglandina (PG), responsavel pelos efeitos analgésicos,

antipiréticos e antiinflamatoérios (SINNIAH et al., 2021).

Figura 3: Etapas da acéo fisiolégica dos AINES.
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Fonte: elaboragao prépria (2025).

Os agentes fibrinoliticos podem ser administrados oralmente ou serem
injetaveis. A terapia trombolitica utiliza um ativador de plasminogénio (enzima
estreptoquinase) que desempenha um papel vital na dissolugdo de coagulos
sanguineos por muitos anos (Yousaf, S. et al., 2024). Dentre os farmacos utilizados
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na terapia trombolitica estdo a estreptoquinase (SK), sua enzima extracelular &
produzida por varias cepas de Streptococos B-hemoliticas (Asada et al., 2020) e a
natoquinase advinda do Natto®, um alimento semelhante ao queijo feito de soja

fermentada com Bacillus subtilis (Santana et al, 2022).

O mecanismo de protedlise direta é realizado por tPA (plasminogénio tipo
tecidual) e uroquinase, enquanto SK produz um complexo com plasminogénio.
Portanto, SK & agora considerado agente trombolitico com alta eficiencia para
doengas tromboembdlicas (YOUSAF, S. et al., 2024). Quanto ao NK, sabe-se que néo
apenas degrada a fibrina direta e efetivamente, mas também aumenta a liberagao de
tPA com um aumento subsequente na formagéo de plasmina (JENSEN et al., 2016).
Outro estudo que investigou o mecanismo pelo qual o NK exerceu seu efeito
fibrinolitico, o NK aumentou a fibrindlise por meio da clivagem e inativacdo do PAI-1
(CHEN et al., 2018).

Apesar dos agentes fibrinoliticos serem uma boa alternativa para o tratamento
da trombose, o seu alto custo produtivo e efeitos colaterais demandam a busca por
novas fontes de enzimas fibrinoliticas, que possam ser usadas no tratamento
trombolitico (Ali & bavisetty, 2020; Altaf et al., 2021).

2.2 Cogumelos com potencial biotecnologico

Os fungos sao responsaveis pela maior parte da decomposi¢cdo de matéria
organica, especialmente de celulose, hemicelulose e lignina dos vegetais,

possibilitando a ciclagem de nutrientes (Oliveira et al., 2022).

Os cogumelos pertencem ao reino fungi. Estima-se que possa haver cerca de
3 milhdes de espécies de fungos no mundo, mas a ciéncia ainda conhece 10 % dessa

estimativa (Oliveira et al., 2022).

Basidiomycota é o segundo maior filo do reino fungi com aproximadamente 2,2
milhdées de espécies, sendo 150.000 espécies descritas das quais 40.000 sao
basidiomicetos (Ghobad-nejhad et al., 2023).

Estudos presentes na literatura relatam diversos compostos bioativos
provenientes dos basidiomicetos (alcaldides, carotendides, enzimas, lipidios,
fendlicos, terpenos) (SK et al., 2021) sendo utilizados para o tratamento de varias
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doengas, incluindo resfriados, tosse, asma, cancer, problemas estomacais e hepaticos
(Motta et al.,, 2021) mediante a presenca atividade antinflamatéria, antidiabética,

antitumoral, imunomoduladora e antimicrobiana (Hamza et al., 2023).

A China é o principal produtor, consumidor e exportador de cogumelos em todo
o mundo, seguida pelo Japao, Estados Unidos, Holanda, Polénia, Espanha, Franga,

Italia, Irlanda, Canada e Reino Unido (Hamza et al., 2023).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAQO), a participagao da

producgéo global da China aumentou de 70% em 2008 para 93% em 2021 (Figura. 4).

Figura 4: Participacédo na produgéo (%) de cogumelos e trufas por pais ao redor do mundo.

Fonte: Elaborado pelo autor, com base em AFAOSTAT (2021).

Em relagdo a biodiversidade e sua importancia industrial, inuUmeras espécies
sdo consideradas produtores de proteases, contudo predominam nos processos
biotecnolégicos os representantes do género Aspergillus, Penicillium, Mucor,

Fusarium e Pleurotus (Santana et al., 2022).

2.3 O género Pleurotus

O género Pleurotus (Basidiomycota, Pleurotaceae), conhecido como
“‘cogumelo-ostra” devido a semelhanga ao seu corpo frutifero ser semelhante a uma

concha, sendo a sua forma de distingdo pela sua cor que varia entre azul escuro,
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branco, creme a marrom, amarelo e rosa, sendo a maioria sapréfita (Rahman et al.
2021).

Seu pileo chegando a 150 mm de diametro, orbicular (em forma de circulo),
semicircular a flabeliforme (forma de leque) ou em forma de funil, carnoso a fibroso,
branco ou com cores palidas (rosa, amarelo, marrom e cinza). Superficie fértil com
lamelas brancas ou creme, poucas a numerosas, arqueadas, estreitas, geralmente
decorrentes, estirpe ausente, ou lateral, as vezes excéntrico a lateral, curto, cilindrico,

sélido, liso, escamoso ou flocoso (Oliveira et al., 2022) (Figura 5).

Esporos cilindricos, ovoides ou elipsoides (duas elipses em simetria), hialinos
(transparente), inamiloides (sem fibrila proteica), lisos, com parede fina. Superficie do
pileo em forma de cutis de hifas. Sistema contendo um ou dois tipos de hifas (Oliveira
et al., 2022) (Figura 5).

Figura 5: Algumas espécies do género Pleurotus: P. djamor (A), P. pulmonarius (B), P. eryngii (C), P.

ostreatus (D), P. citrinopileatus (E) e P. columbinus (F).

Fonte: https://www.fungicultura.com.br/, 2025

Mais de 1.000 espécies deste género sdo descritas no mundo, entretanto,
aproximadamente 50 destas sao reconhecidas e cerca de 15 espécies de Pleurotus
sédo ocorrentes no Brasil (Santana et al., 2022). Sdo predominantes em florestas
temperadas; no entanto, algumas espécies sao encontradas em florestas tropicais
(Rahman et al., 2021).

Estudos apontam que Pleurotus sp. contém proteinas completas com boa

distribuicdo de aminoacidos essenciais, além de aminoacidos nao essenciais como o
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acido gama-aminobutirico (GABA), que atuam como neurotransmissores, € ornitina
que € precursora na sintese de arginina, além de conter quantidades variaveis de
polissacarideos que demonstraram ter multiplos beneficios para a saude humana, tais
como atividade antiviral, antioxidante e bactericida, e propriedades medicinais para
terapia tumoral e doengas cardiovasculares, e também sao considerados uma fonte

potencial de prebidticos (Diamantopoulou et al,. 2023).

Estudos na literatura apontam que espécies de Pleurotus sao utilizadas como
alimento funcional por ndo conter colesterol, conter baixo teor calérico, baixo teor de
gordura, carboidratos e sédio (Okechi et al, 2024), possuem valiosas fontes de
nutrientes e fibras, produzem variedade de metabdlitos atuando na degradacéo de
diversas substancias e apresentam beneficios farmacolégicos contra doengas

cardiovasculares e atividade antioxidante (Rahman et al., 2022).

Dentre as espécies mais conhecidas e que possuem um valor econémico
consideravel, estdo o P. djamor, P. citrinopileatus, P. sajor-caju, P. ostreatus, P.
eryngii, P. cistidiosus, P. columbinus, P. cornucopiae e P. pulmonarius (Bellettini et al.,
2019).

2.2.2 A espécie Pleurotus pulmonarius

A espécie P. pulmonarius pertence a familia Pleurotaceae, é facilmente
cultivado em varios materiais lignoceluldsicos, incluindo residuos agricolas, papel e
serragem (Okechi et al., 2024). Seus corpos frutiferos caracterizam-se por um sabor
suave e um ligeiro aroma a anis (Akyuz et al, 2023). Possui textura distinta, crocante
e um perfil de sabor umami (Zhang et al., 2019), rico em nutrientes essenciais, como
proteinas, vitaminas, minerais e aminoacidos essenciais (Wu et al., 2019), além de
conter variedade de compostos bioativos, incluindo polissacarideos fungico,

ergosterol e acido y-aminobutirico (GABA) (Wang et al., 2022).

Seu consumo tem sido associado a uma ampla gama de beneficios a saude,
incluindo compostos como polissacarideos, polifendis, terpendides e lectinas,
conferindo potenciais vantagens a saude, como propriedades antioxidantes,
imunomoduladoras, antivirais e anticancerigenas (Aditya et al., 2023; Garcia et al.,
2022).
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2.3 As proteases

As peptidases, peptideo-hidrolases ou proteases sdo enzimas hidroliticas que
clivam ligagbes peptidicas nas proteinas em fragmentos de proteinas (Bakratsas et
al., 2021). Elas tém presenca universal nos seres vivos e representam cerca de 2%
do total de proteinas presentes em todos os organismos, participando de vias
metabdlicas e de vias de sinalizagdo celular (Aruna et al., 2023). Adicionalmente,
muitos microrganismos secretam proteases para o meio externo com a finalidade de
degradar proteinas cujos produtos de hidrélise servem como fonte de carbono e de

nitrogénio para a multiplicagao celular (Teulte-paredes et al., 2024).

Segundo o Comité de Nomenclatura Enzimatica (EC) da Unido Internacional
de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB), as proteases sao enzimas que
pertencem a classe 3 (hidrolases e a subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou
peptidades) (Hasan et al., 2022).

As Peptidases, com base no seu mecanismo de acao, podem ser classificadas
em: exopeptidases, quando a enzima atua préximo ou no final da cadeia polipeptidica,
isto é, nas partes carboxila ou amino-terminais e, endopeptidases (EC 3.4.21-99),
quando clivam as ligagdes peptidicas internas que compdem a cadeia peptidica
(Ashraf et al., 2023).

As exopeptidases ainda podem ser subdivididas com base no local de
clivagem: as carboxipeptidases agem no terminal C, enquanto as aminopeptidases
agem no terminal N, enquanto que as endopeptidases sao classificadas a partir do
grupo funcional presente no sitio ativo, podendo ser: protease de serina, protease de

acido aspartico, proteases de cisteina e metaloprotease (Hasan et al., 2022).

Estimava-se que o mercado global de enzimas aumentasse de US$ 15,9
bilhdes (2008) para 22,4 bilhdes, como taxa de crescimento 7% ao ano (Mordor
intelligence, 2022). Porém, em nova pesquisa, espera-se que esse mercado cresga
de US$ 1,83 trilhdo no ano atual e registre uma taxa de crescimento anual (Compound
Annual Growth Rate — CAGR) de 6,7% nos proximos cinco anos tendo como principal

mercado o setor Asia-Pacifico (Mordor intelligence, 2022).
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No campo médico, estudos relatam que enzimas fibrinoliticas tem aplicagao
como medicamento na terapia trombolitica (Jaouadi et al., 2012) pois agem como
biocatalizadores degradando coagulos de fibrina, prospectando assim, importante
papel na industria farmacéutica como agentes quimioterapéuticos no tratamento de
doencgas cardiovasculares (CHO et al., 2004; DAS; PRASAD, 2010).

Diversos estudos demostraram a diversidade de microrganismos como fonte
de proteases fibrinoliticas, identificados e estudadas, nos quais sao incluidos: insetos,
poliquetas, veneno de serpentes e cogumelos comestiveis ou medicinais (BUBA;
2018).

2.4 Meios de cultivo

Os meios de cultivo sdo responsaveis pela producdo dos mais variados
produtos utilizados pelas industrias de alimentos, farmacéutica, quimica, agroindustria
e s&o compostos por uma série de etapas que devem ser avaliadas de forma conjunta

para obtencao de metabdlitos com alto rendimento e produtividade (Spoti et al., 2023).

Os principais componentes e etapas do processo de cultivo sdo: a selegao do
microrganismo responsavel pela transformagao, degradacao ou sintese de produtos,
o meio de cultivo fornecido as células microbianas e seus tratamentos, os sistemas
de condugao do processo fermentativo e os processos de recuperagao e purificagao
de produtos (Chen et al., 2020).

Sao métodos de cultivo de microrganismos subdividem-se em dois: O cultivo
submerso (CS) e o cultivo em estado sélido (CES) (Santana et al., 2022). O CS se
desenvolve em maior quantidade de agua e todos os nutrientes sao dissolvidos ou em
suspensao no meio de cultivo ou as ceélulas microbianas se desenvolvem no interior
do meio de fermentacéo liquida utilizado (Santana et al., 2022) enquanto que no CES,
as células microbianas se desenvolvem e produzem metabdlitos de interesse na
superficie ou no interior de particulas de uma matriz sélida na auséncia de agua livre
(Chilakamarry et al., 2022).

O CS é o método tradicional de producdo enzimatica que utiliza caldo liquido
com alta concentragdo de nutrientes e oxigénio necessarios para o cultivo de

microrganismos permitindo maior eficacia no controle de variaveis de processo como:


https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-021-02928-z#ref-CR93
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pH, temperatura, espuma, aeragao e reduzindo problemas de transferéncia de calor e
massa e dispondo de fornecimento de ar ou oxigénio para a populagdo microbiana em

desenvolvimento (Thakur et al, 2023).

O CES oferece perspectivas interessantes e esta fortemente ligada ao conceito
de desperdicio para riqueza por ser sugerida como um método potencial de
reciclagem de residuos utilizando residuos solidos como substratos com

microrganismos para converté-los em produtos de valor agregado (Banat et al., 2021).

Uma ampla variedade de produtos fermentados € produzida em todo o mundo
sendo que muitos deles caracterizados pela utilizacdo de matéria-prima local e
processos regionais, o que possibilita agregar valor em razdo da certificagdo de

origem (Banat et al., 2021).

Uma etapa importante do cultivo de microrganismos é o tratamento térmico do
substrato, por pasteurizacdo ou autoclavagdo, a fim de prevenir contra

microrganismos competitivos (CHEN et al., 2020).

A selecdo de um substrato, microrganismos e condigbes de processo
influenciam a produgao enzimatica desejada pois o teor de agua necessario no cultivo
€ absorvido pelo substrato em uma matriz sdélida e oferece mais vantagens para o

crescimento de microrganismos para a transferéncia de oxigénio (SELO et al., 2021).

Os substratos utilizados para obtencao de proteases por diferentes formas de
cultivo podem ser categorizados em dois: aqueles utilizados como materiais principais
(fonte de lignocelulose) e aqueles utilizados como materiais suplementares (fontes de
nitrogénio e minerais) (CHEN et al., 2020).

Estudo presentes na literatura demonstram que a composigcao do substrato e a
adicao de suplementos tém impacto na eficiéncia biolégica dos cogumelos resulta em

aumento do rendimento produtivo (Okechi et al., 2024).

2.5 Técnicas de isolamento e purificagao de proteinas

O isolamento de biomoléculas a partir de microrganismos, geralmente, se inicia
com a obtencéao de liquidos contendo metabdlitos utilizando diversas solugdes, onde

serdo extraidos os compostos de maior afinidade com o solvente (Rocha et al., 2018).
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As proteinas constituem uma classe de moléculas e, como tal, apresentam
varias propriedades em comum, 0 que permite sua separagéo de outras moléculas
advindos do mesmo meio reacional sendo, portanto, imprescindivel o conhecimento
de tais caracteristicas para a utilizacao de métodos de separacéao e purificagao para,
posteriormente, quantificar e/ou qualificar produtos biotecnolégicos obtidos de
sistemas fermentativos viabilizando o isolamento de uma molécula-alvo de maior valor
agregado (COSKUN et al., 2016).

A purificagdo de produtos biotecnoldgicos produzidos por células microbianas
constitui uma etapa complexa do processo dadas as variadas caracteristicas dos
meios e das biomoléculas de interesse como: acidos orgéanicos, antibioticos,

polissacarideos, horménios, aminoacidos, peptideos e proteinas (Jamal et al., 2024).

O processo de purificagao de proteinas pode ser dividido em quatro etapas:
separagcdo de células e seus fragmentos do meio de -cultivo (clarificagcéo),
concentracdo, purificagdo, e operagdes para acondicionamento final do produto
(Pessoa et al., 2005).

A secagem, a cristalizagdo, a precipitagdo e a liofilizagcdo compreendem
processos que visam a estabilizagdo e a reducéo do volume, para o acondicionamento

dos metabdlitos em estudo (Pastore et al., 2013).

O processo de precipitacdo, muito utilizada na industria como etapa inicial do
processo de purificacdo, atua na separacédo e recuperagao de proteinas soluveis,
mediante a utilizagdo de substancias que possam interagir com as ligacbes de
hidrogénio promovendo concentragdo das mesmas e, consequentemente, diminuindo

o volume da amostra (Rocha et al., 2018).

As vantagens da aplicacao da precipitacdo para concentracao e purificagao de
proteinas, acidos nucleicos e pequenos metabdlitos sdo: a facilidade de operacéao
adaptadas para grandes escalas, o uso de processo continuo, equipamentos
relativamente simples, grande numero de precipitantes que podem ser utilizados, com

baixo custo ou usados em pequenas concentragdes (Scopes., 1993).

A liofilizagcado é definida como processo de secagem de extrato ou produto

devidamente congelado em que maior parte de agua € removida por sublimagao
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(Bhatta et al., 2020). E extremamente Util para a conservacdo de materiais bioldgicos,

microrganismos e medicamentos (Bornbush et al., 2024).

Existem produtos cuja aplicagdo néo requer elevado grau de pureza, de modo
que operagdes cromatograficas ndo sao necessarias e, por vezes, a simples
concentragcao do meio é suficiente para a comercializagao e o uso (Shanu et al., 2024).
Porém, existem outros, como os produtos farmacéuticos (diagnosticos e terapéuticos),
que requerem maior grau de pureza e, portanto, a complexidade € o custo do processo
de fabricagcéo, o qual pode chegar a 80 % do custo final do produto (Omrani et al.,
2024).

O método de extragcdo aquosa se baseia na utilizagdo de agua como meio de
extracdo, permitindo a entrada de oleos e proteinas na solugao e separando-os por
centrifugacéo (LIU et al., 2024). Este método evita a necessidade de solventes
organicos e reduz a destruicdo de proteinas, mas tem as desvantagens de baixas
taxas de desengorduramento e tendéncia de contaminar microrganismos durante o

processo de extragao (Liu et al., 2024).

Uma das caracteristicas mais marcantes das proteinas € seu elevado tamanho,
tonando possivel, aplicagdo de métodos para separacédo de proteinas de moléculas
menores bem como de métodos de separagcao de misturas proteicas de tamanhos
distintos (Barros et al., 2024).

Um dos métodos mais uteis e eficazes para separagao de proteinas € a
cromatografia de exclusdo molecular, também conhecida como filtragdo em gel,
cromatografia de peneira molecular ou simplesmente cromatografia em gel (Striegel,
2022). Seu principio basico é a particdo das moléculas, em virtude das diferencas de
tamanho entre um solvente (fase moével) e uma fase estacionaria de porosidade
definida (DA Silva et al., 2021).

No fracionamento de alta resolugao, a amostra é separada de acordo com as
diferengcas em sua massa molar, podendo ser empregada para isolar um ou mais
componentes, para separar mondémeros de agregados, para determinar a massa
molar ou para efetuar uma analise de distribuicdo de massas molares (Silva et al.,
2019).
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A cromatografia por exclusdo permite também separar as proteinas de acordo
com sua massa molar, ou tamanho de proteinas nativas ou desnaturadas, em
condigdes variadas de pH, temperatura e forga idnica (Ellegreen et al., 1989). Para tal,
faz-se necessario a utilizacdo de coluna contendo Sephacryl®, Sephadex® ou
Sepharose®, calibrada com uma série de padrbées proteicos, que podem ser
adquiridos em conjunto para cada intervalo de massa molar desejado ou preparado

no laboratoério a partir de proteinas isoladas (Fisher et al., 1969).

O Sephadex® € um material muito estavel quimicamente, apesar de conter
ligacbes glicosidicas suscetiveis ao ataque acido (Ellegreen et al., 1989). Os
diferentes tipos sdo caracterizados pela letra G, seguida de um numero que
representa o volume de agua, absorvidos por 1 g do gel x 10 (AKTA, AVANT; 2015).
Diferentes diametros de particula para cada G-numero referem-se a particula seca.
Para o didmetro de particula entumecida, devem - se levar em conta outros fatores
como, por exemplo, para fracionamento de peptideos e separacdes de proteinas com
massa molar acima de 10000, é indicada a utilizagao de géis que absorvam entre 7,5
a 20 g de agua, ou seja, entre Sephadex G-75 e Sephadex G-200 e, para
fracionamento de peptideos e separagdes de grupo, como dessalificagdo, devem-se
usar Sephadex G-10 ou Sephadex G-50 (Fisher et al., 1969).

Quanto a fase movel, varios tampdes de pH e forga ibnica moderada podem
ser utilizados em cromatografia de permeacédo em gel levando em consideracao a

natureza e da compatibilidade das proteinas em interesse (PASTORE et al., 2013).

O material eluido na cromatografia pode ser detectado por propriedade do
soluto tanto existentes como desenvolvidas pela absorbéancia, condutividade, indice

de refracéo, fluorescéncia, etc (Carol, H et al., 2006).

A separacado entre a molécula-alvo e os demais compostos presentes na
solugédo, dado pelos valores adimensionais da resolugdo cromatografica, leva em
consideragao o tempo e o volume de retengao e a largura de picos (PASTORE et al,
2013).

As medidas podem ser dadas em fragdes coletadas, podem ser calibradas em

termos de volume e tempo, em que o eluente da coluna &€ mecanicamente
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encaminhado aos detectores que determinam a substancia de acordo com seu
principio e registram o resultado em curvas ou em numeros que possam ser
manipulados (Carol, H et al., 2006).

O AKTA avant é um sistema de cromatografia liquida especifico para o
desenvolvimento do método e do processo na purificagdo de biomoléculas utilizado
para projetar a escolha otimizada de parametros de execug¢ao, meios e colunas para
purificagdo de determinadas proteinas (AKTA, AVANT; 2015).

Os parametros (pH e temperatura 6timas) séo fatores preponderantes a serem
observados para verificar se a composicao do substrato influencia na produtividade
do cogumelo através do monitoramento da sua eficiéncia bioldgica (OKECHI et al.,
2024).

A analise eletroforética das proteinas se resume em fraciona-las, reconhecé-
las e determinar a quantidade de cada proteina fracionada (Marakova et al., 2023).
Essas duas etapas, separacao qualitativa e determinacao quantitativa, sao efetuadas
apos a coloracao das proteinas com corante especifico que as destacam nitidamente
além da presenga de marcadores moleculares que auxiliam na determinagdo do

tamanho molecular em estudo (Othman et al., 2022).

Fatores nutricionais como fonte de carbono e nitrogénio, juntamente com outros
fatores como pH, temperatura, tempo de incubacédo e umidade, sdo conhecidos por

influenciar a produgao de enzimas (Brugnari et al., 2021).

Durante a protedlise, subprodutos ricos em nitrogénio séo liberados, causando
um aumento no pH do meio (Kornittowicz-Kowalska e Bohacz., 2011). As proteases
podem ser classificadas, com base em seu pH 6timo, em proteases acidas, neutras e
alcalinas. Estudos com proteases fungicas relataram melhor desempenho dessas

enzimas em pH basicos (Sampaio e Silva et al., 2011; Schlander et al., 2016).

A caracterizacdo das enzimas produzidas, em especial, quando destinadas a
industria farmacéutica, € essencial. Para tal, a atividade enzimatica do seu estado
nativo € submetido a exposigdo aos mais variados agentes fisicos e quimicos podendo
desnatura-los e, consequentemente, inibir totalmente sua acdo (CARDOSO et al.,
2022).


https://link.springer.com/article/10.1007/s10123-022-00271-8#ref-CR6
https://link.springer.com/article/10.1007/s10123-022-00271-8#ref-CR18
https://link.springer.com/article/10.1007/s10123-022-00271-8#ref-CR31
https://link.springer.com/article/10.1007/s10123-022-00271-8#ref-CR32
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3. METODOLOGIA
3.1 Local de realizagao da pesquisa

Este trabalho é de carater experimental e foi realizado nos Laboratério de
Quimica organica e Cromatografia, Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) e Centro de apoio multidisciplinar (CAM)
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

3.2 O Obtenobteng¢ao do Material Biolégico

A espécie P. pulmonarius havia sido anteriormente e deposita na colegao de
Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia (INPA) sob o numero 1958 pela Dra. Maria Aparecida de Jesus e foi cedida

para a realizagao desta pesquisa.
3.3 Caracterizagcao micro morfolégicas e preservagao dos fungos

Foi realizado através de microscopio Optico, baseando-se em caracteristicas
fenotipicas ja descritas na literatura (Hanlin, 1990; Rossman et al. 1987; Sneh et
al.,1991; SUTTON et al, 1980; Toussoun; Nelson, 1976).

3.4 Cultivo em meio Sélido

Para crescimento de P. pulmonarius foram utilizados trés tipos de meios de
cultivo: os residuos agroindustriais n&do renovaveis, sendo eles: casca do fruto de
tucuma (Astrocaryum aculeatum) - PPCT, casca do fruto de castanha do Brasil
(Bertholletia excelsa) - PPCC, borra de café (Coffea arabica) - PPBC, bagaco de cana
de agucar (Saccharum officinarum) — PPBCA; Os Produtos alimenticios: arroz branco
tipo agulha - PPAR, farinha de milho — PPFT, aveia em flocos grossos — PPAV; Trés
meios sintéticos: caldo de Malte - PPEM, extrato de levedura e sacarose YES — PPEY
e meio de cultura extrato de levedura e malte YMA - PPYM. Cada meio de cultivo foi
utilizado siglas contendo, respectivamente, as iniciais do nome do substrato e as

iniciais do nome do microrganismo.
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Figura 6: Meios de cultivo utilizados para produgcédo de metabdlitos por Pleurotus pulmonarius.
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Fonte: Elaboragao propria (2025).

. Os residuos agroindustriais foram, primeiramente, submetidos a lavagem em
agua corrente e posteriormente desidratados em estufa a 60 °C durante 3 dias. Apds
isso, foram triturados em liquidificador. Em seguida, 200 g de cada residuo e cada
produto alimenticio foram adicionados em Erlenmeyers de 500 mL previamente
esterilizados e umedecidos com 200 mL de agua destilada. Por fim, todos os meios
de cultivo foram esterilizados em autoclave trés vezes seguidas a 121 °C por 30
minutos, com intervalos de 15 minutos entre esteriliza¢des, salvo os trés meios de
cultivo sintéticos utilizados (caldo de Malte - PPEM, extrato de levedura e sacarose
YES — PPEY e meio de cultura extrato de levedura e malte YMA — PPYM) que foram
submetidos a esterilizagdo, juntamente com os demais, apenas na terceira

autoclavagem.

Figura 7: Fluxograma da metodologia de inoculagao de P. pulmonarius em diferentes meios de cultivo.
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Fonte: Adaptado de Santana et al., (2023).

Logo apos os meios de cultivo atingirem temperatura ambiente (28 °C), 07
discos miceliais (d = 8 mm) foram inoculados em cada recipiente e armazenados em
sala escura, a 25-30 °C durante 25 dias Ressalta-se que, antes da inoculagao,
P.pulmonarius foi repicado em placas contendo meio BDA e mantidos em estufa a
25°C, por sete dias. Apos este tempo, em cada Erlenmeyer, foram adicionados 50 mL
de agua destilada, submetidos a processo de cavitagéo utilizando banho ultrasénico
por 20 minutos a 200 RPM. Passado este tempo, os meios de cultivo foram
submetidos a filtragcdo a vacuo. O filtrado foram entdo, armazenados em frascos

previamente esterilizados e mantidos — 4 °C.

3.6 Dosagem proteica

A concentragao relativa de proteinas dos extratos obtidos foi estimada pelo
método de Bradford (1976), onde BSA (albumina sérica bovina) atuou como padréo
azul brilhante de Coomassie G-250. 2,5 mL da solugao de Bradford, previamente
preparada, foi adicionado em frascos juntamente com 100 pL de cada amostra,
submetidos a agitagdo e, posteriormente, incubados por 2 minutos a temperatura
ambiente. Os testes foram realizados em triplicata e lidos em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 595 nm, conforme ilustrado na figura 8.

Figura 8: Fluxograma da metodologia de proteinas totais.
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Adaptado de Bradford (1976)
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Fonte: Elaboragao propria (2025).

3.7 Analise da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada através do método descrito por Ginther
(1979). Em microtubos de 2 mL, foram adicionados 200 uL de solugdo tampéao de
azocaseina Tris-Hcl 0,1M. Para obtencao do equilibrio térmico da solucédo obtida,
incubou-se a mesma em banho-maria de 1 a 2 minutos a 40°C. Posteriormente,
adicionaram-se 100 uL do analito em temperatura ambiente. Apds essa adicao, foi
incubado novamente em banho-maria durante 15 minutos a 40 °C. Ressalta-se que
tanto as amostras quanto o branco foram incubados. Passado este tempo,
interrompeu-se a reacgao pela adigdo de 800 pL de TCA a 20 % (p/v). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12000 RPM por 15 minutos. O sobrenadante das
amostras e do branco foram retirados e lidos em 420 nm através de espectofotdmetro
(figura 9).



33

Figura 9: Fluxograma da determinagao da atividade proteolitica.
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Fonte: Elaboragao propria (2025).
3.8 Determinacao da atividade fibrinolitica

Uma aliquota de 500 uL da solugao de fibrinogénio previamente preparada foi
incubada em banho-maria por 5 min a 37°C. Em seguida, cada amostra foi solubilizada
com 100 uL de trombina 20U e incubada em banho-maria por 10 min a 37°C. Apds
este tempo, foram adicionados 100 yL da amostra e novamente incubadas em banho-
maria durante uma hora a 37 °C. Ressalta-se que, a cada 20 minutos, as amostras
foram agitados em vortex por 3 segundos e retornados a incubacgao. Finalizada essa
etapa, a reacao foi interrompida com adi¢cao de 700 pL de solucédo de TCA 0,2 M. Os
analitos foram centrifugados a 12000 RPM por 20 minutos. Por fim, as amostras e o

branco foram retirados e lidos em 275 nm através de espectofotémetro.

Neste ensaio, 1 unidade (unidade de degradacao de fibrina, U) de atividade
enzimatica foi definida como um aumento de 0,01 por minuto na absorbancia a 275

nm da reacao.

Figura 10: Fluxograma da determinagao da atividade fibrinolitica.
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Adaptado de Astrup & Mullertz (1952)
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1 unidade (unidade de degradagéo de fibrina, U) de atividade enzimatica foi definida como um
aumento de 0,01 por minuto na absorbancia a 275 nm da reagdo (Wang et al., 2011).

Fonte: Elaboragao propria (2025).

3.9 Purificagao da proteina

3.9.1 Precipitagao da proteina

O processo de purificagédo foi iniciado com resuspenséao de 2 g (aliquota) do
extrato PPEM liofilizado em 50 mL de agua destilada previamente esterilizada,
centrifugado a 16.000 RPM por 10 min. Em seguida, do sobrenadante foram retirados
150 uL e solubilizados com 300 pL de solugédo tampao Tris-HCI pH 8,0 (atuou como
fase mével no decorrer da corrida cromatografica) e filtrado usando Filtro PES de
seringa de 0,22 microns. Em seguida, 150 pL da amostra foi injetada em sistema
AKTA Avant 25 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) em Superdex G-75 (HR10 / 300
g/L). Todo o processo foi monitorado com espectrofotometro utilizando comprimento
de onda de 275 nm e atividade proteolitica. Foram coletadas 18 fragdes de 1 mL em
fluxo de 0,5 mL/ min. As fracdes coletadas foram, entdo, submetidas a determinacao

de proteinas totais, atividades proteolitica e fibrinolitica.

Por fim, a fracdo que apresentou maior teor de protease com acao fibrinolitica
foi liofilizada e uma aliquota de 100 mg foi solubilizada em 1 mL de agua ultra pura e
50 uL de solugao tampao Tris-HCI pH 8,0, filirado usando Filtro PES-filtros de seringa
de 0,22 microns. Apos filtragédo, 100 uL da fragdo foi injetada em sistema AKTA Avant
25 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) em Superdex G-75 (HR10/300GL) e monitorado


https://info.cytivalifesciences.com/supor-prime-launch.html
https://info.cytivalifesciences.com/supor-prime-launch.html
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com espectrofotdbmetro utilizando comprimento de onda de 275 nm e atividade

proteolitica.

Figura 11: Fluxograma da metodologia de precipitagao/semipurificacdo da proteina.
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Fonte: Elaboragao propria (2025).
3.9.2 Purificagao por eletroforese

A detecgao das bandas polipeptidicas foi realizada utilizando método SDS-
PAGE adaptado de laemmli (1970). Inicialmente, foram preparadas 10 % de gel de
resolucdo e 5 % de empilhamento de gel, sob condigbes ndo redutoras. Como
marcador molecular, foi utilizado blueEye prestained protein marker (ps-104; jena
bioscience). A coloracao para detecgao de proteinas no gel, foi realizada com solugéo
de negro de amido a 1 % (p/v) e acido acético a 10 % (v/v) para a descoloragéo. Por

fim, foi realizada leitura das bandas polipeptidicas obtidas através de scanner.

3.9.2.1 Preparacgao dos géis separados e concentrados

O método de Harlow e Lane (1988), com algumas modifica¢dces, foi utilizado
para preparagao de 5 mL do gel separador e 2 mL do gel concentrador. Para o gel
separador, foram adicionados em tubo Falcon 1,9 mL de H20 ultrapura, 1,7 mL de
solucao de acrilamida mix a 30 %, 1,3 mL de solugao Tris - pH 8,8 - 1,5 M, 0,05 mL
de solucdo SDS 10 %, 0,05 mL de solugao de pesulfato de aménio a 10 % e 0.002 mL
de solucdo TEMED. Para preparacdo do gel concentrador, foram adicionados em
microtubo 1,4 mL de agua ultrapura, 0,13 mL de solugao de acrilamida mix a 30 %,
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0,25 mL de solugéao Tris, pH 6,8, 0,02 mL de solugdo SDS 10 %, 0,02 mL de solugao
de persulfato de aménio a 10 % e, por fim, 0,002 mL de solu¢do TEMED. (1962). Os
geéis foram adicionados em duas placas de vidro (8 x 8 cm x 1,5 mm) lavadas,

desengorduradas e seladas.

3.10 Caracterizagao Bioquimica das Proteases Semipurificadas
3.10.1 Influéncia da temperatura e termoestabilidade na atividade enzimatica

Para avaliagao do pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada em 25 °C,
utilizando as seguintes solu¢des tampao a 0,1 M: acetato de sodio (pH 5 e 6), Tris-
HCI (pH 7 e 8) e Glicina-NaOH (pH 9 e 10). A temperatura 6tima foi determinada pela
incubacao do extrato bruto em 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. Todos os sistemas de reacao
e o branco foram incubados por uma hora, na auséncia de luz e, em seguida, foi

determinada a atividade proteolitica, conforme o item 4.7 (Martim et al., 2017).

3.10.2 Influéncia do pH na atividade enzimatica

Nos testes de avaliagao da estabilidade ao pH, o extrato enzimatico foi diluido
em cada tampé&o (1:1, v/v), a 25 °C por 1 hora. No ensaio de estabilidade a
temperatura, os extratos foram mantidos em temperaturas de 30 a 80 °C por 1 hora.
Apbs este periodo, as amostras foram incubadas em azocaseina 1% (p/v) durante 60
minutos, na auséncia de luz, nas condigdes otimas de temperatura e pH. Os
resultados foram expressos como atividade relativa em todos os experimentos (Martim
et al., 2017) e submetidos ao teste de Tukey (p < 0,05), usando o software Minitab,

versao 19.0.

3.10.3 Efeito de ions metalicos e inibidores na atividade proteolitica

Para avaliacao do efeito de inibidores na atividade proteolitica, foram utilizadas
as seguintes substancias 1mM: acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), PB-
mercaptoetanol, fluoreto de Fenilmetilsulfonila (PMSF) e pepstatina. O efeito dos ions
metalicos foi determinado as seguintes solu¢gdes 1mM: sulfato ferroso (FeSO4), sulfato
de manganés (MnSOs), sulfato de magnésio (MgSOs), cloreto de sédio (NaCl), sulfato
de zinco (ZnSO4), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio (CaCl2) e sulfato de cobre

(CuSO04). As amostras foram incubadas nas condi¢des 6timas de pH e de temperatura.
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A atividade enzimatica residual foi comparada com o controle, incubado sem os
inibidores ou ions metalicos e correspondeu a 100 % de atividade (Martim et al., 2017).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Por fim, os resultados obtidos foram

submetidos ao teste de Tukey (p < 0,05), usando o software Minitab, versao 19.0.

3.10.4 Efeito de solventes organicos na atividade enzimatica

Para avaliar o efeito de solventes organicos, a enzima foi incubada em
concentragdo de 1:1 com os solventes: Metanol, Isopropanol, Acetona, Butanol,
Sulféxido de Dimetilo (DMSO) previamente diluidos em concentracédo de 20 %. A
incubacéo foi realizada em temperatura ambiente, durante 10 minutos. Em seguida, a
atividade residual foi dosada de acordo com as condi¢gdes de ensaio descrito no item
4.7. Os resultados foram expressos em atividade relativa, sendo o controle (100 %)
sem adicao de solvente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Por fim, os
resultados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey (p < 0,05), usando o software

Minitab, versao 19.0.

3.10.5 Efeito de surfactantes na atividade enzimatica

Para avaliar o efeito de surfactantes na atividade proteolitica foi analisado com
a presenga de Tween 60, Polietileno glicol (PEG), Triton X 100, Dodecil Sulfato de
Sédio (SDS), 1,4 Diotritol (DTT) e Bromido Centriménio (CTAB). Todos os
surfactantes foram previamente diluidos a 20 %. A enzima foi incubada com
concentracdo de 1:1 dos surfactantes durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente a atividade residual foi dosada conforme descrito no item 4.7. Os
resultados foram expressos em atividade relativa, sendo o controle (100 %) sem
adicao de solvente. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata. Por fim, os
resultados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey (p < 0,05), usando o software

Minitab, versao 19.0.

3.1 Avaliagao do potencial citotoxico in vitro
3.1.1 Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram mantidas em garrafas de
polipropileno, contendo meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM),

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco by Life Technologies) e 50
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Mg/mL  de penicilina/estreptomicina (Gibco by Life Technologies), em estufa
umidificada a 37° C e 5% de CO:. O crescimento celular foi acompanhado diariamente
com auxilio de microscopio 6tico invertido e a troca do meio de cultivo ocorreu sempre
gue o limite de confluéncia das células fosse alcangcado, ou houvesse necessidade de
repor nutrientes. Para a manutengao das linhagens, foi utilizada solugao de tripsina
EDTA a 0,25% (Gibco by Life Technologies) para destacar as células das garrafas de

cultura.

3.1.2 Avaliagao da citotoxicidade pelo método Alamar Blue®

O ensaio de Alamar Blue® foi realizado segundo metodologia descrita por
Ahmed e seus colaboradores (1994). As células foram semeadas na concentragao de
5 x 10* células/pogo em microplacas de 96 pogos. A fim de determinar os valores CI50
(indice de citotoxidade que causa morte celular de 50%), as células foram tratadas
com a CNFD nas concentragdes que variaram de 0,312 - 10 uM (triplicata). O grupo
controle recebeu 0,2 % de Dimetilsulféxido (DMSO) estéril. A doxorrubicina foi usada
como controle positivo para todas as linhagens tumorais e o paclitaxel foi utilizado
apenas para a linhagem MCF-7. Apos 24, 48 e 72 horas de tratamento, 10 uL da
solucao de Alamar Blue® 0,4 % foi adicionado em cada pogo da placa e apds 2h de
exposicao a fluorescéncia foi medida em leitor de microplaca (DTX800 Beckman e
Coulter). A determinagao do valor de CI50foi realizada por teste de regressao nao-

linear através do software GraphPad Prism 6.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analises de proteinas, proteolitica e fibrinolitica.

Neste estudo, observou-se que P. pulmonarius sintetizou proteases em todos
as condi¢cdes de cultivo testados (Tabela 1). Os resultados obtidos destacam a
influéncia das condi¢des de cultivo e dos substratos na quantificacdo de proteinas
totais e seu efeito nas atividades proteoliticas e fibrinoliticas especificas.
Tabela 1. Determinagdo do teor de proteinas totais, atividade proteolitica e atividade fibrinolitica

especifica dos meios de cultivo sintéticos (extrato de malte (PPEM); Extrato YMA (PPYM) e Extrato
YES (PPEY).
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Proteinas A:L\;f;g?ca Atividade
Cultivo Substratos Totais P o fibrinolitica
especifica o
(mg) (U/mL) especifica (U/mL)
PPEM 0010l * 666,67+0,026° 173,20 £0,019°
Meio de
cultivo PPYM 88(1)?&, * 223,62 £ 0,001¢ 123,53 £ 0,004°¢
Submerso ’
PPEY s, *640,04+0,018> 162,12 £ 0,003

Médias seguidas por uma mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p=<0.05).

O substrato PPEM apresentou a maior atividade proteolitica especifica com 666
Ul/mL, seguido de PPEY com 640 Ul/mL. Na atividade fibrinolitica, o substrato PPEM
também se destacou com média de 173 Ul/mL, apresentando resultados proximos
com PPEY 162 Ul/g. Esses dados indicam que o meio de cultivo submerso pode ser
otimizado para a producdo de enzimas especificas, especialmente em sistemas que
requerem alta atividade enzimatica. Outros autores também obtiveram proteases via
meio de cultivo submerso. Silva et al, 2022 utilizaram extrato malte em meio de cultivo
submerso e em farelo de trigo, obtiveram proteases via meio de cultivo sdlido
inoculados com Mucor subtilissimus UCP 1262. Santana et al, 2022 disseram que o
meio de cultivo sintético em caldo malte favoreceu a excrecdo de proteases
fibrinoliticas P. eryngii (226,47 + 7,27 Ul/mL) e P. ostreatus (71,5 £ 0,56 Ul/mL), via
meio de cultivo submerso. Lee et al., 2023 afirmaram que Mycoleptodonoides
aitchisonii produz enzima fibrinolitica semelhante a quimiotripsina, tolerante a acidos

e antioxidante sendo, portanto, benéfico para a prevencao de DCV.

Tabela 2. Determinagdo do teor de proteinas totais, atividade proteolitica e atividade fibrinolitica
especifica dos trés produtos alimentares (arroz branco (PPAR); farelo de aveia (PPFA) e farinha de
trigo (PPFT)) e quatro residuos agroindustriais ndo renovaveis (borra de café (PPBC), casca de tucuma
(PPCT), casca de castanha (PPCC) e bagacga de cana (PPBCA)).

Atividade

Proteinas roteolitica
Cultivo Substratos Totais P g
especifica

(mg) (U/mL)

Atividade
fibrinolitica
especifica (U/mL)




40

0,018 +
PPAR 0.00012 174,67 £ 0,037¢ 143,19 + 0,091¢
PPFA 0,027 +0,0002¢ 307,82 +0,0032 168,31 + 0,0052
0,044 + b b
PPFT 0.0002b 206,96 + 0,023 156,31 £ 0,010
Meio de 0189 T
cultivo PPBC ’ d ~ 103,67 £ 0,0014 97,71 + 0,0012
.1 0,0092
Sélido
PPCT 0,262 +0,0135° 170,66 + 0,007¢ 86,51 + 0,001b
0,510 + b
PPCC 0.0163b 182,01 £ 0,042 44,72 + 0,021¢
0,861 + g
PPBCA 0.0076° 218,34 £ 0,0362 6,76 + 0,001

Médias seguidas por uma mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0.05).

Os valores obtidos via meio de cultivo sélido mostraram maior variabilidade,
tanto na concentragcdo de proteinas totais quanto nas atividades especificas. No
substrato com PPBCA foram obtidas 0,861 mg de proteinas totais, mas apresentou
baixa atividade fibrinolitica com 6,76 Ul/mL, sugerindo que a alta concentragao
proteica ndo se traduz necessariamente em maior eficiéncia enzimatica. Por outro
lado, o substrato PPFA apresentou equilibrio entre a quantidade de proteases com
307 Ul/mL e a agao fibrinolitica com 168 Ul/mL.

O substrato PPFT também apresentou resultados promissores, com atividades
proteolitica e fibrinolitica de, respectivamente, 206 Ul/mL e 156 Ul/mL. O substrato
PPBC apresentou resultados promissores para proteases com 103 Ul/mL e acéao
fibrinolitica com 97 Ul/mL apds apresentar menor variabilidade na concentracao de
proteinas totais com 0,189 mg sugerindo que a alta concentracéo proteica se traduz
na atividade especifica em estudo. Outros autores também obtiveram proteases
utilizando residuo de café como substrato. Okechi et al., 2024 relataram que a
composicao do substrato tem impacto na eficiéncia bioldgica do fungo. Chai et at.,
2024 relataram que a granulometria e suplementacéo interferem diretamente na
producao de proteases excretadas em residuos de café. Chai et al, 2021 utilizaram

residuos de café em formulagao de substratos pra obteng¢ao de proteases via FES por



41

P. pulmonarius e P. floridanus demonstrando que os cogumelos produzem enzimas

proteoliticas em ambos os tipos de meio de cultivo.

O substrato PPAR, assim como o substrato PPBC, também apresentou
resultados promissores para proteases com 174 Ul/mL e agao fibrinolitica com 143
Ul/mL apds apresentar menor variabilidade na concentragdo de proteinas totais com
0,018 mg sugerindo que a alta concentragao proteica se traduz na atividade especifica

estudada.

Outros autores também encontraram proteases utilizando arroz como
substrato. Lou et al, 2023 utilizaram em farinha de arroz, farinha de milho e trigo.
Olagunju et al, 2023 utilizaram FES em diferentes periodos no valor alimentar e na
qualidade da palha de milho com Pleurotus ostreatus. Contato et al, 2023 utilizaram
FES em farelo de trigo, bagaco de laranja, farelo de aveia, casca de maracuja, bagaco
de cana e bagago de milho para estudar P. pulmonarius como produtor de proteases
em residuos lignocelulésico. Faizah et.al., 2020 relataram que o tipo de arroz
influencia na producao de metabdlitos, em especial, compostos fendlicos totais em até
19,76%. (Jannah et.al., 2020).

A analise detalhada revelou padrdes semelhantes entre os meios de cultivo
submerso e meio de cultivo em estado sélido o que vai de acordo com Chai et al.,
2021 que obtiveram proteases via cultivo submerso e cultivo sélido por P. pulmonarius
e P. floridanus demonstrando que os cogumelos produzem proteases em ambos 0s
tipos de meio de cultivo. Contato et al., 2023, utilizaram cultivo sélido em diferentes
residuos para estudar P. pulmonarius como produtor de proteases em residuos

lignoceluldsico.

6.2 Analise de toxicidade dos extratos de P. pulmonarius via alamar blue.

A atividade citotéxica foi avaliada em células de linhagens de fibroblastos
humano (MRC-5). Essas foram expostas na concentracdo de 100 Ul/mL das

substancias testes, no intervalo de tempo de tratamento em 24 horas (Figura 12).
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Figura 12: Efeito dos extratos de P. pulmonarius na viabilidade de células MRC-5
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Fonte: Elaboragao propria (2025).

As células foram expostas aos meios de cultivo sintético, alimenticios e
residuos agroindustrais ndao renovaveis, por 30 dias. Apds 72 horas de tratamento,
avaliou-se a viabilidade celular pelo método Alamar Blue. O controle negativo foi
tratado com veiculo (DMSO) usado para diluir a substancia testada. Os dados
apresentados como valores médios + S.E.M. de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. *p < 0,05 comparado ao controle negativo por ANOVA

seguido de teste Student-Newman-Keuls.

Conforme observada na Figura 3, apds 72 h de tratamento, a viabilidade celular
MRCS5 foi superior a 80 % para os extratos PPEM, PPBC, PPAV, PPBCA, PPCT e
PPAR e as células ndo apresentaram alteragdes morfoldégicas quando comparadas
ao controle negativo (Dimetilsulfoxido [DMSOQ]). Porém, houveram resultados
significativos para: PPEY - % morte celular =42,53 + 5,40% e PPCC - % morte celular
=72,81 % 4,58%.

Outros autores testaram viabilidade celular para extratos de espécies do género
Pleurotus. Al-Temimay et al., (2015) relatou viabilidade celular de P. ostreatus em
linhagens cancerigenas (CaSki, MCF-7 e A549) exceto em MRC-5, onde teve 30 %
de viabilidade celular na concentragao de 200 ug/mL, apresentando efeitos colaterais

nocivos sobre as células normais, avaliados em 59 e 72h.
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Estudos realizados por Martin et al., (2017) estudaram a viabilidade celular de
proteases do extrato de P. fabellatus na concentracdo de 40 mg/mL, apresentando

viabilidade celular em 60,53% de citotoxidade células da linhagem MRC-5.

4.3 Semipurificagao da proteina

O extrato PPEM foi concentrado e submetido a analise de cromatografia de
exclusao molecular utilizando uma coluna DEAE Sephadex G-75. Foram coletadas 21

fragbes de 1 mL cada (Figura 13).

Figura 13: Semipurificacdo do extrato PPEM de Pleurotus pulmonarius. O perfil de eluicdo de

cromatografia de exclusdo molecular de alto desempenho de Sephadex G-75
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Fonte: Elaboragao prépria (2025).

As fracoes coletadas correspondente aos picos destacados na figura 13, foram
submetidas a determinacdo de proteinas totais, atividade proteolitica especifica e

atividade fibrinolitica especifica (tabela 3).

Tabela 3. Determinagao de teor de proteinas totais, teor de proteases e teor de proteases
especificas das fragdes obtidas por cromatografia de exclusdo molecular do extrato PPEM de
P. pulmonatrius.
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Fracoes/Mal Proteinas Atividade Atividade
Cultivo te Totais (mg) proteolitica fibrinolitica
9 especifica (Ul/g) especifica (Ul/g)
0,180 + |
1F10 0.00012 74,67 + 0,002¢ 13,19 £ 0,091
0,095 + K
1F11 0.0002° 77,12 £0,0032 18,31 + 0,005
0,057 + b ‘
1F12 0.0002° 105,05 £ 0,001 46,31 £ 0,010
0,089 + d h
1G1 0.0002¢ 93,67 + 0,001 37,71 £ 0,001
0,078 +
1G2 0.0005¢ 107,66 £ 0,007¢ 56,51 £ 0,001¢
0,162 + b
Meio de 1G3 0.0006° 112,01 £ 0,042 44,72 + 0,021¢
cultivo
submerso 1G4 0,084 * 74,15 £ 0,006¢ 19,45 + 0,091
0,00012
Malte
purificado 0,102 + .
1G5 0.0002° 94,19 £ 0,0052 27,39 £ 0,005
0,056 + b q
1G6 0.0002° 81,43 £ 0,003 56,48 + 0,010
0,040 + d
1G9 0.0002¢ 67,01 £ 0,001 44,50 + 0,0019
0,108 +
1G10 0.0005¢ 75,67 £ 0,003¢ 56,32 + 0,001¢
0,091 + b
1G11 0.0003° 86,14 + 0,004 70,24 * 0,004
0,061 + b
1H1 0.0006° 98,31 £ 0,0122 67,19 + 0,001

O resultado apresentado mostra que a fragdo 1G11 exibiu a maior atividade

fibrinolitica especifica (Tabela 3). A fragcdo foi, entdo, reinjetada nas mesmas

condicdes obtendo um unico pico ativo com 51% de recuperagao de protease e 5,94

vezes de purificagao (atividade especifica de 70,24 U / mL) (Figura 14).
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Figura 14. Semipurificagdo da fragao 1G11 do extrato PPEM de Pleurotus pulmonarius.
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Fonte: Elaboragao propria (2025).

A fracdo 1G11 foi, entdo, analisada por SDS-PAGE revelando a presenca de
duas bandas distintas, em diferentes concentragdes, com massas moleculares
comparadas ao marcador molecular BluEye Prestained Protein Ladder, de 48 KDa e

63 KDa, respectivamente (figura 15).

Figura 15. SDS-PAGE da fragdo semipurificada 1G11 do extrato PPEM de Pleurotus pulmonarius.
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Fonte: Elaboracao proépria (2025).
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Foi observado que o método de purificagdo nao purificou totalmente para 1G11
de P. pulmonarius nao sendo possivel estimar o peso molecular da enzima, com
exatiddo o que vai de acordo com (Rao et al., 1998) que, de forma geral, as proteases
exibem baixo o peso molecular em que a serino protease geralmente possuem 18 a
35 KDa, aspartico proteases tem de 30 a 45 KDa, e metaloproteases possuem de 48
a 63 KDa o que sugere que as bandas indicadas pelas setas vermelhas tiveram peso

molecular dentro da média descrita na literatura (Yu et al., 2023).

ApOs os processos cromatograficos, as proteases de 1G11 de P. pulmonarius

foram caracterizados bioquimicamente.

4.4 Caracterizagao da fragcao semipurificadas de 1G11 de P. pulmonarius.
4.4.1. Efeito da temperatura e estabilidade térmica nas atividades enzimaticas

Analisando os efeitos de diferentes temperaturas, observou-se que a atividade
maxima da enzima a 50°C. A partir dessa faixa de temperatura, foi observada redugao
da atividade, conforme mostrado na Figura 16. A atividade relativa maxima foi tomada
como 100%. Portanto, a temperatura de 50 °C foi considerada étima para proteases

alcalinas.

Figura 16: Impacto da temperatura na atividade da fracao 1G11 de P. pulmonarius.

100
50
a0

70
50
30

20
10

25 35 45 55 &5
Temperatura [°C)

Fonte: Elaboragao propria (2025).
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4.4.2. Efeito do pH nas atividades enzimaticas

A Atividade proteolitica maxima foi medida em pH 7,3 e o controle foi tomado
como 100% da atividade relativa. As proteases purificadas foram ativas a partir de pH
de 5, com uma atividade 6tima em pH 8. Em valores de pH mais alcalinos (9,0 a 10,0)

verificou-se queda acentuada na atividade, conforme figura 16 abaixo:

Figura 16: Efeito do pH na atividade da fracdo 1G11 de P. pulmonatrius.
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Fonte: Elaboragao prépria (2025).

4.4.3. Efeito de ions metalicos nas atividades enzimaticas

Analisaram-se os efeitos de varios ions metalicos e inibidores na atividade da
fragcdo semipurificadas 1G11 de P. pulmonarius sendo identificado que o ion
Fe?* apresentou maior porcentagem de inibigdo enzimatica quando comparado com

os demais (Tabela 4).

Os estudos bioquimicos de inibicdo enzimatica sao importantes para fornecer
dados referentes a natureza da enzima, funcionamento do centro ativo e necessidade
de cofatores (Okechi et al., 2022). Além de possibilitar analise de como os ions podem
conectar residuos de aminoacidos e alterar a conformacgao da proteina resultando em

modificagdes na atividade catalitica da protease (Contato et al., 2023).
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Contudo, os resultados apresentados na tabela 3 demonstram o efeito dos ions
metalicos e inibidores na atividade proteolitica de P. pulmonarius. Nas condi¢des
avaliadas foi observado que os ions Zn%*, Cu?*, Mn?* e K* estimularam a acao
catalitica em 96%, 92%, 89%, e 88%, respectivamente. Em contrapartida quem

proporcionou maior agao inibitéria foi o ion Fe?* com 76 %.

Outros autores espécies do mesmo género e também identificaram diminuigao
de atividade enzimatica através da reagdo com ion Fe2*. Martin et al., 2021 observou
a diminuic&o da atividade enzimatica em 32 e 11%, respectivamente, na atividade de

coagulagdo do leite de proteases de Pleurotus albidus por Fe?* e Mg?*.

Tabela 4: Efeito dos ions na atividade da fragdo semipurificada 1G11 de P. pulmonarius.

fons (10 mM) Atividade Relativa (%)

Controle 100

ZnSOs4 96,5 (+0,5)

CuSOs 92,9 (+0,5)

MgSO4 83,8 (+0,1)

FeSOs 76,8 (+0,0)

MnSO4 89,4 (+0,04)

CaCl 84,3 (¢1,4)

KClI 88,3 (+0,0)

NaCl 87,4 (£0,62)

4.4.4. Efeito de inibidores nas atividades enzimaticas

Os resultados apresentados na tabela 5 demonstram que houve uma inibi¢cao
parcial da protease de P. pulmonarius quando cada um dos inibidores foi usado, com
excegao do EDTA, que apresentou agéao inibitéria de 95,67 %. Contudo, sugere-se
qgue a protease semipurifica é do tipo metaloprotease, o que vai de acordo com Cruz-
Vasquez et al., 2022, que diz que O EDTA, as metaloproproteases, na presenca de
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 1, 10 — fenantrolina, sdo inibidas por
guelantes de metais.

Tabela 5. Efeito de inibidores de protease na atividade da fragdo semipurificada 1G11 de P.
pulmonarius.



49

Inibidores de protease (10 mM) Atividade relativa (%)

Controle 100

PMSF 42,63 (+ 0,15)
EDTA 95,67 (+ 0,95)
Pepstatina 32,66 (£ 0,10)
B-mercaptoetanol 27,39 (£ 0,75)

4.4.5. Efeito de surfactantes nas atividades enzimaticas

O estudo da interferéncia de surfactantes na atividade proteolitica mostrou que
as proteases extracelulares de P. pulmonarius 1958 sofreram efeito desnaturante
gerando acgao inibitéria por triton X 100 e CTAB com, respectivamente, 99 % e 89 %.
Os demais apresentaram inibigéo parcial da atividade da protease, onde até 50% da

atividade foi mantida, conforme tabela 6.

Tabela 6: Efeito de surfactantes na atividade da protease extracelular purificada de P. pulmonarius

Surfactantes Atividade relativa (%)
Controle 100

SDS (DESNATURANTE) 42,12 (+ 0,49)

Tween 60 34,29 (£ 0,22)

PEG 52,76 (x 0,29)

Triton X 100 99,23 (+ 0,33)

DTT 40,20 (x0,12)

CTAB 89.77 (x2,45)

4.4.6. Efeito dos solventes

A utilizagcdo de enzimas em sistema de solventes organicos apresenta
vantagens como aumento da solubilidade com substratos hidrofébicos e eliminagcéo
da contaminacgao microbiana (Okechi et al., 2023). Entretanto, a atividade catalitica da
enzima pode ser prejudicada ou até mesmo inativada (Yu et al., 2025). Cada enzima
apresenta estabilidade unica aos solventes organicos, ja que a sua estabilidade é
influenciada pela estrutura conformacional (Contato et al., 2023). Sendo assim, foi
avaliada a estabilidade enzimatica, onde as proteases foram incubadas em varios

solventes organicos.

Na tabela 7 é apresentado que as proteases de P. pulmonarius sofreram agdo

inibitéria na presenga de metanol, isopropanol, acetona, butanol, acetonitrila e DMSO.



50

Tabela 7. Efeito de solventes organicos na atividade da protease extracelular purificada de de P.

pulmonarius

Solventes Atividade relativa (%)
Controle 100

Methanol 32,91 (£ 1.52)
Isopropanol 31,28 (£ 2.33)
Acetona 28,14 (£ 1.26)

Butanol 37,43 (£ 1,23)

DMSO 42,46 (£ 0,25)

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Nas condi¢des experimentais utilizadas nesta pesquisa, o cogumelo comestivel
da espécie P. pulmonarius produziu proteases com atividade fibrinolitica especifica
em diferentes meios e métodos de cultivo a que foi submetido. Todos os extratos
obtidos foram avaliados quanto a atividade citotoxica sendo apenas dois extratos: o
extrato YES - PPEY, obtido através de cultivo em meio submerso e o extrato de casca
de castanha - PPCC, obtido através de cultivo em meio solido, apresentaram
proporcdo de morte celular no limite maximo de aceitagdo e abaixo do limite de
aceitacao, respectivamente, sugerindo presenga de micotoxinas produzidas por P.

pulmonarius.

O extrato obtido através de meio de cultivo sintético, extrato de malte — PPEM,
foi semipurificado e foram obtidas, via SDS-PAGE, bandas distintas de moléculas com
tamanho molecular entre 48 e 63 KDa o que sugere novos ensaios a partir das
moléculas obtidas no gel de poliacrilamida para purificagéo e posterior isolamento das
proteinas obtidas visando obtencdo de enzimas especificas com potencial

biotecnoldgico.

A fracdo 1G11 quanto a caracterizacio bioquimicamente, apresentou atividade
o6tima em pH 8,0 e a 50 °C, classificadas como metaloprotease e zinco e calcio
dependente. A agao destes biocatalisadores € inibida pela acdo de Fe+2 e mesmo na

presenga de solventes organicos e surfactantes a acdo da enzima foi mantida.
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