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RESUMO

A busca por microrganismos produtores de biomoléculas de interesse comercial tem
aumentado, visto que as questdes do cunho ecoldgico e renovavel tem se intensificado. Dentro
da infinidade de compostos quimicos sintetizados pelos seres vivos, 0s biocatalizadores vem
sendo alvo de inUmeras pesquisas. As enzimas tém sido aplicadas com sucesso nos mais
diversos processos industriais no ramo alimenticio, na producéo de bebidas, queijos, ho ramo
da medicina em diagnosticos, medicamentos, cosméticos, na sintese organica, no tratamento
de efluentes, no tratamento de couro, na producdo de biocombustiveis. Mesmo com todas as
prospeccOes ja realizadas estima-se que menos de 1% dos microrganismos sdo cultivaveis em
laboratdrio, por isso novas prospeccdes com o intuito de descobrir biomoléculas diferentes ou
linhagens com capacidades lipoliticas séo relevantes, principalmente em paises onde muito da
tecnologia é vinda de outros paises, como o Brasil. Outro fator que contribui para essa
prospeccdo € a exploracdo da biodiversidade nacional. Considerando o contexto acima, o
presente estudo tem como objetivo identificar e fazer uma caracterizacdo parcial molecular de
linhagens de fungos produtores de lipase, isolados de diversos substratos. Uma primeira
selecdo foi realizada com um teste qualitativo envolvendo substrato rodamina B. Dessa
triagem inicial sete isolados se destacaram. Um deles ndo desenvolveu esporulacdo em meio
V8. Dessa forma a atividade lipolitica de seis isolados foi determinada através da capacidade
de hidrolisar o substrato p-nitrofenilpalmitato (p-NPP). O isolado OFS 11 demostrou a maior
atividade lipolitica. Deste realizou-se a amplificacdo da regido espacadora transcrita interna
(ITS) pelos iniciadores ITS1 (direto) e ITS4 (reverso), enviado para realizagdo de
sequenciamento em empresa terceira. Apds o tratamento das sequéncias de nucleotideos com
o0 resultado proveniente do sequenciamento foram executado alinhamento via Blastn. Os
resultados desses alinhamentos apontaram mais de 99% de homologia com fungos do género
Penicillium. Porém a identificacdo a nivel de espécie ainda apresentou imprecisdes mais
precisamente entre Penicillium steckii e citrinum. Deste modo ainda sdo necessarios ensaios
envolvendo outras regides conservadas como a p-tubulina, Calmodulina e EF1 alpha. A partir
dos resultados obtidos frente a atividade lipolitica outra linha de pesquisa foi desenvolvida a
qual compreende a definicdo das condi¢des 6timas de cultivo objetivando a caracterizacdo da
enzima produzida.

Palavras-chave: Penicillium steckii. Lipase. Fungo filamentoso. Bioprospeccao.
Identificacdo molecular.



ABSTRACT

The search for microorganisms that produce biomolecules of commercial interest has
increased, as the issues of an ecological and renewable nature have intensified. Within the
myriad of chemical compounds synthesized by living beings, biocatalysts have been the
subject of research. Enzymes have been successfully applied in the most diverse industrial
processes in the food industry, in the production of beverages, cheeses, in the field of
medicine in diagnostics, medicines, cosmetics, in organic synthesis, in wastewater treatment,
in leather treatment, in production of biofuels. Even with all the surveys already carried out, it
is known that less than 1% of the microorganisms are cultivable in the laboratory, so new
surveys with the aim of discovering different biomolecules or strains with lipolytic resources
are relevant, especially in countries where much of the technology comes from other
countries, such as Brazil. Another factor that contributes to this prospecting is the exploration
of national biodiversity. Prior to the above context, this study aims to identify and make a
partial molecular characterization of lipase-producing fungal strains, requesting from various
substrates. A first selection was performed with a qualitative test involving rhodamine B
substrate. From this initial screening, seven stood out. One of them undeveloped sporulation
in V8 medium. Thus, the lipolytic activity of six obtained provided through the ability to
hydrolyze the substrate p-nitrophenyl palmitate (p-NPP). The OFS 11 isolate showed greater
lipolytic activity. From this, the amplification of the internal transcribed spacer region (ITS)
was carried out by the primers ITS1 (forward) and ITS4 (reverse), sent for sequencing in a
third-party company. After treating the nucleotide sequences with the result from the
sequencing, alignment was performed via Blastn. The results of these alignments showed
more than 99% homology with fungi of the genus Penicillium. However, the identification at
the species levels still showed inaccuracies more precisely between Penicillium steckii and
citrinum. Thus, trials involving other conserved regions such as B-tubulin, Calmodulin and
EF1 alpha are still needed. Based on the results obtained from the lipolytic activity, another
line of research was developed, which includes the definition of optimal cultivation
conditions, aiming at the characterization of the enzyme produced.

Keywords: Penicillium steckii. Lipase. Filamentous fungi. Bioprospecting. Molecular
identification.
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1 INTRODUCAO

Estamos rodeados de microrganismos e eles fazem parte da maior parcela da
biodiversidade dos organismos vivos do mundo. Deste modo, tanto a prospec¢do quanto a
preservacdo da diversidade microbiana sdo essenciais para a manutengdo dos ecossistemas.
Adicionalmente, sdo fundamentais os estudos que elucidem os mecanismos de reacoes
quimicas catalisadas por esses microrganismos, suas vias metabolicas, bem como sua
capacidade de fornecer biomoléculas de interesse comercial e industrial (OVERMANN, 2015;
DE VERO et al., 2019).

As biomoléculas possuem papel fundamental nos processos em que estdo envolvidas
porque fazem parte da maquinaria basica e necessaria para existéncia de vida. Suas aplicac6es
e 0s processos de beneficiamento intrinsecos onde sdo aplicadas vém sendo desenvolvidos e
aprimorados pelo ser humano no decorrer de nossa existéncia, objetivando proporcionar uma
qualidade de vida melhor & populagdo (CREMONESI, 2020).

Dentre a gama existente de biomoléculas microbianas temos como exemplo,
carboidratos, aminoacidos, fosfolipidios, lipideos, &cidos organicos, vitaminas, corantes
naturais, aromas, antibidticos, biosurfactantes, biopolimeros alimenticios, proteinas. Esta
ultima classe citada engloba as enzimas, que atuam como catalisadores de reaces quimicas e
podem se destacar economicamente, pelos beneficios inerentes de suas aplicagdes industriais.
As enzimas podem participar de reacdes brandas, gerando menor toxicidade aos efluentes
produzidos, possuem seletividade, estabilidade, especificidade aos substratos, atendem as
questdes favoraveis ao meio ambiente e sdo biodegradaveis. Portanto, devido as qualidades
essenciais que apresentam, as enzimas fomentam o interesse comercial amplo (MOLINA et
al., 2020; CASAS-GODOY et al.,2018).

Segundo a Business Comunication Company Research (2021) o mercado global de
enzimas tera uma taxa composta de crescimento anual de 6,3% de 2021 a 2026, atingindo o
valor de US $ 8,7 bilhGes. Estimativas mais otimistas preveem o valor de US $ 10,5 bilhdes
para 0 mercado de enzimas de origem microbiana até 2024 (PAPADAKI, 2020).

No Brasil a aplicagdo de misturas de enzimas vem se mostrando promissora na
industria agroenergética, principalmente na busca por novas solucdes para producédo de etanol
a partir de bagaco de cana (SANTANA, 2021).
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Mais especificamente as enzimas lipases compdem 8% do mercado de enzimas, tendo
o terceiro maior valor de mercado devido a sua alta demanda industrial, ficando atrds somente
de carboidrases e proteases (ARBIGE, 2019; RIGO, 2021).

As enzimas podem ser prospectadas de diversos tipos de seres vivos, podendo eles
serem procarioticos, eucaridticos incluindo plantas e animais superiores. Entretanto a
prospeccdo possui éxito quando realizada na busca de seres microscopicos, devido as
vantagens que eles possuem ao serem cultivados em escala laboratorial e industrial. Os
beneficios se destacam também em relacdo aos custos de manutencdo e na possibilidade da
utilizacdo de residuos agroindustriais e industriais como fonte de carbono para crescimento
dos mesmos. Por apresentarem ciclo de vida curto, ou seja, necessitam pouco espago e pouco
tempo para crescimento, para obtencdo de biomoléculas de interesse (ZIMMER et al., 2009;
RAVEENDRAN et al.,2018).

Quase metade das enzimas utilizadas comercialmente como proteases, amilases,
celulases e lipases sdo de origem flngica. Dentro da gama existente de fungos com interesse
comercial, fungos filamentosos vém se destacando pela capacidade de sintetizar e excretar
enzimas capazes de biodegradar os mais diversos substratos (ALVES, 2020).

O curso de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia habilita profissionais com
visdo multidisciplinar e capaz de prospectar novas biomoléculas. Assim como planejar sua
producdo em escala laboratorial, gerir e definir todas as etapas de purificacdo e controle.
Também pode atuar no melhoramento de processos ja existentes ou criacdo de novos
bioprocessos (UNIVERSIDADE ESTADUAL DO RIO GRANDE DO SUL, 2021).

Todavia como prospectar biomoléculas? Como encontrar aquelas que temos interesse?
Existem diversos caminhos para se prospectar biomoléculas de interesse e 0s estudos
cientificos com microrganismos possuem grande valor devido a sua reprodutibilidade em
laboratorio.

Dessa forma podem ser escolhidas metodologias modernas que englobam as chamadas
“Omicas” como metagendmica, transcritbmica, protedmica e metabolomica as quais possuem
destaque na atualidade pois sabe-se que menos de 1% dos microrganismos pode ser cultivado
em condigdes laboratoriais (MUGGIA et al., 2020; ANDRIO; DEMAIN, 2014).

Em contrapartida, também existem técnicas classicas de isolamento microbiano que
podem consistir na aplicacdo de substratos sintéticos de forma quantitativa e qualitativa. As
triagens iniciais visam diminuir a quantidade de isolados para manipulagdo nas etapas
seguintes do estudo, sd0 menos custosas se comparadas as técnicas quantitativas (REINEHR
etal., 2015).
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O presente trabalho se enquadra dentro do contexto de técnicas cldssicas. Porque
busca aplicar nos isolados fungicos ambientais disponibilizados, técnicas conhecidas com
substratos sintéticos especificos para deteccdo de atividade lipolitica. Uma vez selecionado o
isolado fungico ambiental com maior capacidade catalitica seguem as aplicacfes de técnicas

moleculares que objetivam a identificacdo molecular a nivel de género e espécie.
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1.2 OBJETIVOS

Englobam etapas fundamentais da pesquisa realizada e sdo elucidados em objetivo

geral e subdividido em objetivos especificos.

1.2.1 Objetivo Geral

Este projeto de pesquisa tem como objetivo geral realizar a identificacdo molecular do
isolado fangico ambiental OFS11 por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

utilizando primers de regides conservadas dentre os eucariotos.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a atividade lipolitica dos isolados fungicos ambientais;

b) Amplificar por meio da reacdo de PCR a regido do espagador interno transcrito
(ITS) do isolado OFS11;

c) Amplificar por meio da reacdo de PCR a regido da beta tubulina (bt2) do isolado
OFS11;

d) Amplificar por meio da reacdo de PCR a regido da calmodulina (CDM e CF) do
isolado OFS11;

e) Amplificar por meio da reacdo de PCR a regido do Fator de elongamento (EF1)
do isolado OFS11,
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2 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo serd abordada a base tedrica pesquisada para o desenvolvimento do

presente trabalho.

2.1 ENZIMA LIPASE FUNGICA

As enzimas lipases sdo classificadas segundo a Unido Internacional de Biogquimica e
Biologia Molecular (International Union of Biochemistry and Molecular Biology - IUBMB),
0S quais se baseiam na reacdo que as enzimas catalisam e suas peculiaridades definem as
subclasses e assim por diante. Dentre a gama enorme existente de enzimas (liases, ligases,
oxiredutases, transferases, isomerases, translocases e hidrolases) existem as denominadas
lipases verdadeiras que s&@o classificadas como hidrolases por serem conhecidas
mundialmente por quebrarem gordura, ou seja, catalisam quebra de ligagdes covalentes (de
substratos organicos. ex. acido graxo) utilizando a agua como nucledfilo. Segundo essa
definicdo, recebem a designacdo de EC 3.1.1.3 pois reduzem os triacilglicerdis de cadeia
longa em diacilglicerdis, e posteriormente em monoacilgliceréis e acidos graxos livres
(LOTTI; ALBERGHINA, 2007; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012; CASAS-GODOY et
al., 2018; CAVALCANTE et al., 2020; PACHECO; MENDES, 2021; LUZ et al., 2021).

Figura 1 — Hidrdlise de triacilglicerois.

triacilglicerol + H20 diacilglicerol + um carboxilato

n
+
T
(=]
el

R

Fonte: BRENDA, (a) 2021
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Na figura 1 pode-se visualizar a representacdo de quebra da ligacdo covalente C-O da
ligacdo de éster da molécula de triacilglicerol tendo no meio reacional a molécula de &gua
como nucleofilo e a enzima lipase atuando como catalizadora desta reacdo, gerando como
produtos monoacilgicerol ou diacilglicerol e acidos graxos livres.

Essas enzimas podem atuar na superficie das micelas de gordura em meio aquoso pois,
como substancias anfipaticas, sdo solUveis em &gua. A sua estrutura fisica apresenta
mecanismo de ativacao interfacial definido, o qual possui conformacao de tampa para regular
a parte do sitio ativo. Logo quando em contato com a interface agua 6leo acontece uma
interacdo, propiciando a abertura do orificio onde ocorre a hidrélise (LOTTI; ALBERGHINA,
2007; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012; CASAS-GODOQY et al., 2018; CAVALCANTE
et al., 2020; PACHECO; MENDES, 2021; LUZ et al., 2021).

2.2 BIOPROSPECCAO DE MICRORGANISMOS

Como encontrar e de qual forma realizar essa prospec¢do? Atualmente, hd uma
disponibilidade grande de abordagens metodoldgicas sofisticadas com alto valor tecnolégico
agregado. Porém, o custo para adquirir 0s equipamentos torna essa forma de prospeccao
desvantajosa para certos pesquisadores, tornando as técnicas classicas de isolamento mais
difundidas pelo facil acesso em relacdo aos custos dos reagentes e manutencdo dos
equipamentos (LOPEZ-LOPEZ; CERDAN; SISO, 2014; FRANCO-DUARTE et al., 2019).

Os locais mais diversos sdo possiveis de bioprospec¢des, tudo depende do que se
almeja, como por exemplo o isolamento de microrganismos pode ser feito de folhas de
decomposicdo em ambiente aquatico (MENDES et al., 2019), em lugares indspitos como a
prospeccado de fungos marinhos na Antartica (VARRELA et al., 2021).

Para a escolha de onde e quais microrganismos se buscar pode-se levar em
consideracdo a forma como as biomoléculas de interesse estardo disponiveis. Comparando a
forma de acdo natural desenvolvida em relagdo a degradacdo de substrato entre as bactérias
(procarioticos) e os fungos (eucaridticos) nos deparamos com uma grande diferenca. Os
fungos em seu ambiente natural t¢ém a capacidade de secretar enzimas e expressar abundantes
transportadores de membrana, preferencialmente para ponta de suas hifas, os quais auxiliam
na decomposicdo dos substratos que os rodeiam para que dessa forma sejam mais faceis de
serem assimiladas e absorvidos. Essas caracteristicas sdo uma consequéncia direta de seu
estilo de vida ancestral em forma de pilhagem de organismos o que favoreceu o

desenvolvimento nato para obtencdo de nutrientes, o que os distingue como um dos eucariotos
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mais bem sucedidos da terra. Ja as bactérias possuem um sistema mais simples e diferenciado
para obtencdo de alimento. Também podem secretar, porém, ndo da mesma forma e
quantidade que os fungos. Portanto, as enzimas provenientes de fungos filamentosos, por
serem extracelulares, possuem uma menor quantidade de etapas de purificacdo e
beneficiamento finais, 0 que as tornam mais rentaveis economicamente entre as fontes de
prospeccdo de biomoléculas catalizadoras (MUGGIA et al., 2020; MIGUEL; ORTIZ;
GABALDON, 2019, LUBECK; LUBECK, 2020).

2.3 APLICACAO E UTILIZACAO DE LIPASE FUNGICA

A indUstria tem interesse nas propriedades fisico-quimicas que os biocatalisadores
podem oferecer, na utilizacdo de forma combinada ou individual. Essas qualidades estdo
diretamente ligadas a atividade que cada biocatalisador oferece em relacdo a seu
funcionamento em altas temperaturas e sua termoestabilidade, ou em baixas temperaturas, a
atividade em pH alcalino, sua estabilidade na presenca de solventes organicos, a tolerancia na
presenca de sais, a seletividade (quimioenantiosseletividade e regioenantiosseletividade), a
atividade na presenca de detergentes e inibidores (LOPEZ-LOPEZ; CERDAN; SISO, 2014).

Os géneros de fungos filamentosos produtores de lipase que se destacam
industrialmente s&o os Rhizopus sp., Aspergilus sp., Penicillium sp., Mucor sp., Geotrichum
sp., Ashbya sp., Beauveria sp., Humicola sp., Rhizomucor sp., Fusarium sp., Acremonium sp.,
Alternaria sp., Eurotrium sp, e Ophiotoma sp..

A aplicacdo das lipases provenientes dos géneros citados atende as necessidades que o
ramo alimenticio, farmacéutico, de biocombustiveis, industria de couro exige (SALIS;
MONDUZZI; SOLINAS, 2007; VARGAS et al., 2018; CHANDRA et al., 2020).

Na inddstria alimenticia as lipases de fungos filamentosos podem ser aplicadas na
producéo de queijos, fermentacdo de chas, manteigas. (CHANDRA et al., 2020). A busca pela
producdo de compostos que acarretam sabor, gosto e odor, ou seja, propiciam a melhora das
propriedades organolépticas dos alimentos e consequentemente a aceitabilidade desses ao
consumidor final s&o um dos principais alvos de suas aplicacoes (VERMA et al., 2021).

Divakar e Manohar (2007) em seus estudos apresentaram um levantamento de vérias
pesquisas relacionadas a fungos produtores de aromas, entre eles os de banana (Aspergillus
niger, Rhizomucor miehei), frutados diversos (Rhizomucor miehei) fragrancias de mel
(Rhizomucor miehei), lavanda (Rhizomucor miehei), bergamota (Aspergillus niger, Rhizopus

delemar, Geotrichum candidum, Pencillium cyclopium), além de surfactantes produzidos por
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lipases microbianas, via reacdo de esterificacdo, desde os anos 90 até o inicio dos nos 2000.
Esses aromas podem ser utilizados tanto nas inddstrias alimenticias quanto nas farmacéuticas
(CHANDRA et al., 2020).

Nas Ultimas décadas, o interesse por compostos que conferem sabor e caracteristicas
especificas de origem microbianas tem crescido por fornecer aditivos naturais aos alimentos,
além dos beneficios intrinsecos que propiciam. Consequentemente, estudos aprofundados das
rotas metabdlicas desses compostos se intensificaram, e uma delas é a via lipidica, onde a
aplicacdo de microrganismos especificos sdo empregados para producdo de inumeros
compostos arométicos classificados como lactonas, ésteres de carboxilato, alcoois, cetona,
aldeidos e pirazinas (VERMA et al., 2021).

Na producdo de biodiesel, as lipases fangicas tém se mostrado catalisadores
adequados, pois podem transesterificar tipos diferentes de dleos e acidos graxos, consumir
menos energia, oferecer mais seguranga, permitir maior facilidade na recuperacdo de
subprodutos, como por exemplo o glicerol. Consequentemente, tornam 0S processos mais
amigaveis (VARGAS et al., 2018).

Cavalcante et al. (2020) apresentam em seus estudos bibliogréaficos a relacdo da
matéria prima utilizada nas diversas geragdes de producdo de biodiesel catalisado por lipases.
Pode-se verificar que dentre os respectivos percentuais produtivos, aqueles em destaque estdo
ligados a lipases provenientes de fungos filamentosos como Rhizopus oryzae, Thermomyces
lanuginosus, Rhizomucor miehei.

A aplicacdo de lipases provenientes de Rhizopus nodosus, por exemplo, geram um
acabamento melhor nos couros derivados de ovinos. Esse beneficio esta ligado diretamente ao
desengorduramento eficiente que esta enzima causa (SOUZA, 2015; KHAMBHATY, 2020).

2.4 TESTES PARA DETERMINACAO DE ATIVIDADE LIPOLITICA

A determinacdo da atividade enzimatica se baseia na quantificacdo dos acidos graxos
que sao liberados via hidrolise (MESSIAS et al., 2011).

Os testes para selecdo e determinacdo da atividade lipolitica de microrganismos
podem ser realizados com meio de cultivos especificos, substratos sintéticos, por titulagéo,
cromatografia gasosa, entre outros como microscopia eletrénica por deteccdo in situ, ensaios
radioativos e métodos imunoldgicos (GEOFFRY; ACHUR, 2018; ARAUJO et al., 2021;
ZHENG et al., 2014; MESSIAS et al., 2011). Dos ensaios que estdo disponiveis, 0s mais
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utilizados sdo os colorimétricos e o titulométrico (MESSIAS et al., 2011; SILVA et al.,
2017).

Os testes colorimétricos que utilizam substratos sintéticos, usam esteres de acidos
graxos de p-nitrofenila. Podendo ser eles acetato (C2), butirato (C4), caproato (C8), caprato
(C10), laurato (C12), miristato (C14), palmitato (C16) e esterato (C18). Quando hidrolisados
estes substratos geram dois produtos: o &cido graxo de cadeia especifica e o p-nitrofenil (p-
NP), o qual é um composto croméforo que pode ser detectado em comprimento de onda de
410 nm, devido a sua coloracdo caracteristica (BUSSAMARA et al., 2010; MESSIAS et al.,
2011). Nos trabalhos realizados por Souza et al. (2014) e Silva et al. (2017) ambos utilizam o
método colorimétrico com substrato sintético para determinacdo da atividade lipolitica dos

fungos Aspergillus japonicus e Penicillium roqueforti.

2.5 IDENTIFICACOES MOLECULARES DE MICRORGANISMOS

Principalmente para a area de microbiologia aplicada, a identificacdo e caracterizacao
de microrganismos é fundamental, pois cada ser possui composi¢do Unica, e essa “impressao
digital” estd dentro das células, mais especificamente, disponivel no material genético, o
DNA.

Os genes estdo localizados em loci cromossdmicos onde é possivel encontrar
diversidade genética pela composicdo de diferentes alelos, e por ser um alvo de regulacdo
metabolica (expressdo génica) de mecanismos gerais de variabilidade (ex. crossing over)
(GHERBAWY et al., 2010; ALBERTS et al., 2006).

Devido a descoberta de Kary Mullis frente a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) no ano de 1983, houve uma transformagdo completa na area da biologia
molecular e diversos protocolos de amplificacdo de segmentos de DNA foram rapidamente
otimizados e automatizados. Dessa forma, nesse periodo emergiram ferramentas moleculares
e bancos de dados de sequéncias que com o passar dos anos, contribuiram significativamente
para expandir o poder da microbiologia e aumentar o nimero de espécies microbianas
conhecidas. (COX et al., 2012; FRANCO-DUARTE et al., 2019).

Contudo, as formas de classificacOes e identificacdes realizadas antes do advento da
biologia molecular se baseavam apenas nas caracteristicas fenotipicas, estruturas
morfolégicas e fisioldgicas dos microrganismos de interesse. Dessa forma aplicava-se ensaios

bioguimicos, técnicas de microcultivo juntamente com anélises de microscopia para defini¢do
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da taxonomia dos isolados (ALEXOPOULQOS; MIMS, 1979; LACAZ et al., 1998; LEITE,
2010).

As técnicas de biologia molecular de certa forma sdo aplicadas estrategicamente para
reduzir o tempo de identificacdo microbiana, se comparadas as técnicas classicas, pois a
identificacdo se da de forma mais assertiva a nivel de espécie, além da crescente busca de
microrganismos com potencial produtivo de molécula alvo tem recebido destaque (FRANCO-
DUARTE et al., 2019).

Nas andlises que envolvem PCR sdo utilizados pares de oligonucleotideos, chamados
de iniciadores sintéticos ou primers, que amplificam regido especifica conservada (COX et
al., 2012).

Entre as regides fortemente conservadas do DNA existem partes que participam
ativamente do controle da expressdo génica, contudo sdo transcritas e ndo traduzidas, e nessas
sequencias que podem ser buscadas as variabilidades que caracterizam espécie dentro dos
géneros (WHITE et al., 1990).

Uma das regifes que comumente se busca amplificar na identificacdo molecular de
fungos sdo as compreendidas por introns e éxons entre as porcdes que codificam as
subunidades do ribossomo, chamada de regido espacadora transcrita interna (ITS1 e ITS4).
Para que a identificacdo seja confirmada, além das triplicatas de cada regido, é adequado a
amplificacdo de outras regides como por exemplo a aquela que expressa proteinas que
compdem microtubulos do citoesqueleto das células, cuja funcdo é proporcionar estrutura
rigida, chamada de beta tubulina (Bt2a e Bt2b). Além dessas outras regides também vem
sendo amplificadas como o fator de elongamento (EF1-728F e EF1-1567R) que codifica uma
proteina envolvida na ligacdo de RNA transportador em um sitio ribossomal durante o
processo de tradugdo. A calmodulina (CF1 e CF4, CMD5 e CMD6) uma proteina em forma
de altere que quando ligada em Ca?" muda de conformaco e se torna capaz de enrolar-se uma
ampla gama de proteinas alvo, tornando-as incapazes de exercer suas fun¢des (WHITE et al.,
1990; GLASS; DONALSON, 1995; CARBONE; KOHN, 1999; REHNER; BUCKLEY,
2005; HONG; GO, 2005; SAMSON et al., 2014; ALBERTS, B. et al., 2006).

Uma vez amplificados esses fragmentos, eles sdo destinados ao sequenciamento. Uma
vez obtida o produto do sequenciamento pode ser depurado em programas especificos para
analise do eletroferograma e definicdo da sequéncia de nucleotideos. Em banco de dados
como Genbank no NCBI (National Center for Bioecnology Information) é possivel realizar a

identificacdo do microrganismo pelo alinhamento de todas as sequencias existentes no banco
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de dados mundial com a sequéncia de DNA de interesse, a partir do Blast (Basic Local
Alignment Seach Tool) de nucleotideos (PINHO; MACHADO, 2016).
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3 METODOLOGIA

Nesta secdo serdo apresentados 0s ensaios executados, assim como 0S reagentes e
equipamentos que cada técnica demanda.

Para uma melhor compreensdo, a metodologia serd apresentada em trés partes,
métodos microbioldgicos, as metodologias aplicadas na determinacdo do isolado fngico com
maior potencial lipolitico e as etapas utilizadas para a sua identificacdo molecular.

3.1 METODOS MICROBIOLOGICOS

Métodos microbioldgicos utilizados durante o estudo sdo apresentados nesse item, e
abordam as técnicas de manutencdo dos isolados flngicos, a obtencdo da suspensdo de

esporos assim como a técnica de microcultivo.

3.1.1 Obtencéo e manutencéo de fungos filamentosos

Foram utilizados fungos provenientes do banco de microrganismos da linha de
pesquisa “Prospeccdo de micro-organismos de interesse biotecnoldgico”. A nomenclatura
apresentada na Tabela 1, foi definida conforme o local em que cada isolados foi coletado.
Portanto, CCX significa coleta de compostagem, OFF 6leo de fritura do fundo do recipiente,
OFS ¢leo de fritura da superficie do recipiente e CTS conserva de tomate seco. Os
microrganismos usados para realizacdo do presente trabalho seguem listados abaixo na tabela

com suas respectivas identificacdes.

Tabela 1 — Microrganismos estudados

CC2-19 OFF 6 OFS 4 OFS 9 OFS 12
OFF 2 OFS1 OFS 6 OFS 10 OFS 14
OFF 3 OFS 3 OFS 7 OFS 11 CTS1

Fonte: Autores (2021)

Os fungos foram repicados em meio de cultivo batata dextrose agar (200 g/L infuséo
de batatas, 20 g/L dextrose, 15 g/L agar), sob temperatura de 28°C durante 48h. Os estoques
foram feitos em um tubo de ensaio com meio BDA inclinado e incubado por 48h a 28°C,
mantidos a 4°C e renovados a cada 6 meses.
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3.1.2 Obtencao e quantificacao de suspensao de esporos fungicos

Para a inducdo da esporulacdo dos isolados fungicos foi realizado indculo sobre meio
V8 (20% de suco de tomate, 0,3% de CaCOs, 1,5% de Agar, pH 7,2) (TRIGIANO;
WINDHAM; WINDHAM, 2010).

Apo6s 48h de crescimento a 28°C, foi realizada a suspensdo de esporos segundo
Guedes, Ries e Rodrigues (2014, p. 46) a qual consiste na aplicacdo de sucessivas lavagens
com aliquotas de 4 mL da solucdo de tween 80 (0,9%) sobre o isolado fungico crescido em
meio sobre o cultivo sélido. Apés cada lavagem, com uma alga de Drigalsky friccionou-se o
micélio levemente, com o intuito de liberar os esporos. Em seguida com pipeta, transferiu-se
aliquotas para tubo centrifuga de 15 mL. Centrifugou-se em 3000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi desprezado e entdo foram realizadas trés lavagens com 10 mL de agua
destilada estéril. Na ultima aliquota que se adicionou 5mL, e armazena-se a 4°C.

A concentracdo dos esporos em suspensdo proveniente de cada isolado fungico foi
estabelecida para determinar a quantidade necessaria de in6culo em cada experimento. Esta
contagem foi realizada em cadmara de Neubauer, como descrito por Raimbault e Alazard
(1981 apud Guedes, Ries e Rodrigues, 2014). A figura 2 apresenta o0s 25 quadrantes onde 0s
esporos sao distribuidos e sucessivamente contados para determinacdo da aliquota para

realizacdo do indculo.

Figura 2 — Quadriculos para contagem de esporos.

10 9 8 7 6

11 | 12 | 13 | 14 | 15

20 | 19 | 18 | 17 | 16

=i HE

21 | 22 | 23 | 24 | 25

Fonte: Autor (2021)
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A determina¢do do nimero de esporos foi calculada pela equagdo 1 que segue abaixo.

_ me¥Fg

N=—->"> (Equacéo 1)

ng Vg

Onde:

Fq= fator de diluigdo;

N= namero de esporos por mL de suspensdo (esporos/mL);
ne= ndmero total de esporos contados;

ng= namero de quadriculos;

Vg= volume do quadriculo (4x10° mL).

3.1.3 Microcultivo

Primeiramente sdo montados os Kits para 0 micro cultivo da seguinte maneira: em uma
placa de Petry colocar um papel filtro que cubra todo fundo, 3 palitos de dente uma lamina de
microscopia, duas laminulas. A placa é fechada com sua outra metade, embalada, e
autoclavada a 121°C, 1 atm, 15 min. Ao sair da autoclave os kits devem ser secos em estufa.
Reorganizados com pincga estéril em capela de fluxo laminar. O meio de cultivo escolhido
deve ser sélido e estar vertido de forma estéril em placa de Petry. Com auxilio de um tubo de
ensaio estéril sdo cortados circulos de meio para colocar sobre a lamina basal do Kit
organizado. A técnica do microcultivo objetiva a observacdo de estruturas fungicas de
interesse. A busca pelas visualizagbes de estruturas de crescimento do microrganismo de
interesse pode auxiliar na identificacdo priméria do género, além de poderem desvendar
caracteristicas especificas do isolado em questdo. O inoculo pode ser realizado com alga de
platina em quatro pontos do circulo de meio. E ao final a laminula superficial é adicionada e o
kit é levado até estufa com temperatura especifica e incubado por tempos determinados. Apos
o transcorrido o periodo definido, a laminula superficial € descolada de forma delicada com
pinga, a fim de deixar a impressdo contendo micélio proveniente do meio solido aderida.
Adicionada a outra lamina basal limpa contendo 10 uL de corante azul-de-algodéao, de forma
sutil sem movimentos. Na sequéncia, sdo realizadas visualizagcdes das estruturas obtidas no
microscopio optico (PINHO; MACHADO, 2016).
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3.2 METODOS BIOQUIMICOS DETECCAO DE ATIVIDADE LIPOLITICA

Sdo apresentadas metodologias distintas, uma aplicada de forma qualitativa, que
utilizou meio de cultivo com Rodamina-B objetivando uma selecéo inicial e o segundo teste a

resolucdo quantitativa com substrato sintético p-NPP (p-nitrofenilpalmitato).

3.2.1 Teste Rodamina B aplicagdo qualitativa

O teste da Rodamina-B foi adaptado de Kouker e Jaeger (1987) para fungos e aplicado
de forma qualitativa para selegdo inicial dos isolados mais promissores. O teste objetiva a
selecdo de microrganismos pela fluorescéncia emitida ao deixar as placas do cultivo ja
crescido sob UV em aproximadamente a 350 nm, como fonte de radiacdo o transluminador foi
usado pois atendia a faixa exigida pelo ensaio.

O meio de cultivo é constituido de 1% de agua peptonada (v/v), 0,2% de extrato de
levedura (m/v), 0,05% de tween 80 (v/v), 6% de oleo de oliva(v/v), 2% de rodamina B
(solucdo 0,001%(m/v), 2% de agar. O seu preparo foi realizado em Erlenmeyer iniciando com
a adicdo de agua peptonada, extrato de levedura, tween 80, 6leo de oliva e &gua, autoclavar a
121°C. Em outro recipiente foi feita a solugcdo de rodamina-B na concentracdo 1mg/L. Uniu-
se a proporcdo necessaria da solucdo de rodamina-B filtrada apenas quando o meio basal
estiver morno, porque ela é sensivel em altas temperaturas e acaba degradando, ou seja, perde
sua fungdo. Misturou-se vigorosamente objetivando, uma distribuicdo homogénea ao verter o
meio nas placas de Petry.

Apbs a gelificagdo do meio de cultivo nas placas, foram repicados diferentes
microrganismos de interesse. Uma quantidade com alca de platina foi retirada das placas de
estoque para fazer o teste. Apds 168h de crescimento em meio sélido a 30°C buscou-se por

halos de fluorescéncia alaranjada para microrganismos positivos para producéo de lipase.

3.2.2 Teste com substrato sintético analise quantitativa

O protocolo discorrido neste item foi executado conforme aplicado nos trabalhos de
Bussamara et al. (2010) e Semionato (2006). O substrato sintético p-NPP (p-
nitrofenilpalmitato) utilizado nos ensaios foi o da marca Sigma. Quando hidrolisado pela
enzima lipase dois produtos séo gerados: o p-NP (p-nitrofenol) e o acido palmitico (Figura 3).

O p-NP € uma substancia cromofora que pode ser detectada em espectrofotometro UV visivel
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em comprimento de onda 410 nm. O objetivo deste teste é determinar quantitativamente o

quanto de lipase é produzida pelos isolados.

Figura 3 - Substrato sintético p-NPP e seus produtos ap6s hidrolise enzimatica.

> .

c":

4-nitrofenil palmitato + H20 = 4-nitrofencl + palmitato

Fonte: BRENDA 2021(b)

3.2.2.1 Preparo das solugbes 1 e 2

Para realizacdo do teste com substrato sintético sdo necessarios o preparo das solucdes
1 e 2. Asolugdo 1 é composta por 3mg/mL de p-NPP em isopropanol. Para solubilizar o p-
NPP facilmente a aliquota de isopropanol deve ser pré-aquecida a 42°C. A solucdo se mantém
estavel por até 10 dias se armazenada sob refrigeracdo e ao abrigo da luz. A solucdo 2 é
composta de de 4,4g de Triton X100, 1,1g de goma arabica e Tris- HCI 50Mm pH 8, nessas
proporcdes para 1L de solugdo. A solucdo substrato € composta de uma parte da solucéo 1 e
nove partes da solugdo 2 (proporgéo 1:9). A mistura dessas solucdes deve ser feita lentamente
com aquecimento em torno de 57°C, e utilizada imediatamente, pois o p-NPP degrada
facilmente (SEMIONATO, 2006; BUSSAMARA et al., 2010).

3.2.2.2 Curva padrao de p-NP

A curva padréo de p-NP tem como finalidade a padronizagdo do ensaio pela equacao
da reta gerada, a qual correlaciona diferentes concentracGes dessa substancia com suas

respectivas absorbancias.
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A partir de uma solucdo de p-NP a 0,1 pmol/mL ou 100puM em &gua destilada foram
realizadas dilui¢cGes para aquisicdo de diferentes leituras em espectofotometro UV-visivel no

comprimento de onda de 410 nm. O esquema dessas dilui¢bes segue listado na tabela 2.

Tabela 2 — Dilui¢des do p-NP.

Tubo de | Aliquota (uL) | Aliquota (uL) da solucdo de | Concentracao final de
ensaio | da Solucéo 2 p-NP 100 uM p-NP uM
0 2000 0 0
1 1800 200 10
2 1600 400 20
3 1400 600 30
4 1200 800 40
5 1000 1000 50
6 800 1200 60
7 600 1400 70
8 400 1600 80
9 200 1800 90

Fonte: Autora (2021)

Com o auxilio do software excel foram plotadas as curvas com os dados obtidos em
triplicata. A equacao (2) descreve a relacdo entre a absorbancia obtida versus a concentracédo
do p-NP.

¥ =aX (Equacéo 2)

Onde:
Y = Absorbancia s1onm;
a= coeficiente angular (variacao da absorbancia em fungéo da concentracdo de p-NP);

X= Concentracdo do p-NP;

Também foi plotado 0o R? com pelo menos cinco casa decimais, para avaliar a
confiabilidade da curva produzida, ou seja, quanto mais proximo de 1, mais assertiva a curva
padrdo (SEMIONATO, 2006; BUSSAMARA et al., 2010).
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3.2.2.3 Determinacéo da atividade lipolitica

Dos isolados selecionados pela triagem inicial, foram retiradas aliquotas individuais
das suas respectivas suspensdes de esporos que equivalessem a 10° esporos por mL para
crescimento em meio indutor (0,2% de glicose, 0,1% de fosfato de potassio dibasico, 0,5% de
peptona bacterioldgica, 0,01% de sulfato de magnésio e 2% de 6leo de oliva), a 28°C, 48h,
120 rpm.

Apo6s o término do crescimento, foram transferidas aliquotas de 1000 pL de cada
sobrenadante para tubos centrifugas com as respectivas identificacbes. Centrifugados
brevemente 13000 rpm, 15 min. Transferidos 200 uL do sobrenadante para tubos de ensaio
limpos e secos. Levados a pré-aquecimento em banho-maria a 37°C durante 10 min. Em
seguida foram adicionados 1800 pL da solucdo substrato em cada tubo, cronometrando o
tempo de entrada e o0 tempo de saida do banho maria. Para cada amostra foi deixado um
tempo de incubacdo de 2 min, exceto para o Branco. As leituras de absorbancia foram
realizadas em cubetas de quartzo de 0,5 cm no espectrofotdbmetro FENTO 600 UV visivel em
comprimento de onda 410 nm. Para evitar contaminacoes, entre as leituras, foram realizadas 5
lavagens com agua destilada nas cubetas. O calculo da unidade de lipase por volume (Upv) foi

aplicado conforme a equacéo (3).

(Equacéo 3)

Onde:

ULv= Unidade de atividade de lipase por volume (U/mL);
Y= Absorbancia de cada amostra a 410 nm;

F= fator de diluicdo (1:10);

a= coeficiente angular da curva padrao da solugdo 2 usada;

Tinc= Tempo de incubacéo a 37°C.

O resultado foi multiplicado por 60 para expressar a unidade de lipase (U) por hora, ou
seja, a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1 mol de p-NPP por hora o ensaio
atende a defini¢éo de unidade de atividade enzimatica U, a qual € a quantidade de enzima que
catalisa a conversdo de um pmol do substrato por minuto, nas condi¢bes do ensaio
(DYBKAER, 2001; COHEN et al., 2007; PACHECO; MENDES, 2021).
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3.3 METODOS MOLECULARES:IDENTIFICACAO ESPECIFICA DE FUNGOS
LIPOLITICOS

Quando se trabalha com microrganismos isolados do ambiente, devido suas
caracteristicas intrinsecas e impares esses passos acabam se tornando trabalhosos ao serem

comparados aqueles desenrolados com microrganismos modelos disponiveis comercialmente.

3.3.1 Extragédo de DNA total da biomassa micelial

A metodologia para extracdo de DNA de fungos filamentosos utilizada no presente
trabalho teve como referéncia o protocolo de extracdo fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
descrito por Sambrook (1989). O qual consiste em oito etapas realizadas de forma sequencial,
compostas pela aplicacdo de solugdes, acdo mecéanica e centripeta, buscando a ruptura
eficiente da parede celular do fungo filamentoso.

Foi coletada uma alcada de isolado fungico, crescida sob meio de cultivo solido,
inoculada em 300 mL de YPD (1% de extrato de levedura, 2% de peptona bacterioldgica, 2%
de glicose), incubada por 7 dias, a temperatura média 28°C, 120 rpm. A cultura foi filtrada a
vacuo, lavada trés vezes com agua destilada estéril. A maceracdo do micélio foi feita com
nitrogénio liquido até obtencdo de um pé fino.

Em um tubo de centrifuga de 1,5 mL adiciona-se aproximadamente 100 mg do micélio
macerado 200 pL de tampdo de extracdo, uma ponta de espatula de pérolas de vidro estéreis e
200 pL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (Tabela 4). Manteve-se sob vortex constante
durante 5 minutos. Adicionou-se a mistura obtida 200 puL de Tampdo TE (Tabela 4),
homogeneizar, centrifugar a 4°C, 11000 rpm durante 6 minutos. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo de centrifuga de 1,5 mL e repetiu-se as etapas anteriores sem
adicdo das solucdes tampdes. O sobrenadante foi transferido & um novo tubo de centrifuga de
1,5 mL adicionado 400 pL de cloroférmio. Homogeneizou-se por inversdo e centrifugou-se
11000 rpm 6 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de centrifuga de 1,5
mL adicionado 750 pL de etanol gelado para precipitagio do DNA. Homogeneizou-se por
inversdo e centrifugou-se a 11000 rpm durante 10 minutos. Descartou-se do tubo o liquido,
adicionou-se 1 mL de etanol 75%, homogeneizou-se e centrifugar 11000 rpm 3 minutos.
Descartou-se 0 sobrenadante, e as amostras foram secas em estufa a 37°C por 12 horas, para
evaporar todo etanol. Adicionou-se 50 pL de agua ultrapura e permanece por mais 12 horas

na estufa a 37°C. Apo0s esse tempo as amostras foram armazenadas a -20°C.
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Fenol:cloroférmio:alcool

isoamilico 100 mL

Tampéo de Extracdo 100mL

Tampéo TE 100mL

50% Fenol
50% Cloroférmio:

Alcool isoamilico

100mM NacCl

2% de triton x-100
1% Dodecilsulfato de sodio (SDS)

10m/m Tris pH 8,0
1ImM EDTA pH 8,0

10 mM Tris pH 8,0
1mM EDTA pH 8,0

Fonte: Adaptado SAMBROOK (1989)

3.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para execucdo da PCR é necessaria a elaboracdo de uma mistura reacional (mix), o

qual deve ser composto por pelo menos quatro componentes: os desoxinucleotideos trifosfato

(dNTPs), amostra de DNA molde, enzima DNA-polimerase e um par de oligonucleotideos

iniciadores sintéticos (primers) (COX et al., 2012).

Tabela 4 — Primers utilizados na PCR.

Regido ] ) ) **Tm
Sequéncia de nucleotideos Referéncias

espacadora (°C)

*121TS 1 TCC GTAGGT GAACCT GCG G WHITE et al., 1990 *1.2

*121TS 4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC *12

Bt2a GGT AAC CAAATCGGTGCTGCTTTC GLASS; DONALSON, 57,4

Bt2b ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC 1995 60,8

EF1-728F CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG CARBONE; KOHN, 1999 | 51,8
REHNER; BUCKLEY,

EF1-1567R ACHGTR CCRATACCACCRATCTT 2005 55,0

CMD5 CCG AGT ACAAGG ARGCCTTC 54,9

HONG; GO, 2005

CMD6 CCG ATR GAG GTC ATR ACG TGG 56,3

CF1 GCCGACTCT TTG ACY GAR GAR 55,3
SAMSON et al., 2014

CF4 TTT YTG CAT CAT RAG YTG GAC 49,5

*1(GBToligos) ITS 1: 55,41°C; ITS 4: 49,73°C; *2(Sigma) ITS 1: 68,5°C; ITS 4: 61,5°C;
**Tm: temperatura de melting, ou temperatura de fuséo do primer (descrito pelo fabricante).
Fonte: Autora (2021)
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Com a excecdo dos pares de primers ITS 1 4 sintetizados pela empresa Sigma e

GBToligos, os demais foram comprados pela empresa Ludwig Biotecnologia e sintetizados

pela GBToligos. Para o ensaio reacional utilizou-se dois mix distintos.

Tabela 5 — Mix 1 e Mix 2.

MIX 1 MIX 2
Componentes Controle Controle
) OFS11 ) OFS11
negativo negativo
H2Owmilliq estéril 24,5 ML 22,5 pL pL 10,7 pL
Tampéao
especifico da - - 5uL 5uL
enzima
Tampéao
10 pL 10 pL - -
Booster
Tampéao
10 pL 10 pL - -
Extensa
1puL-
dNTPs 1L -10 mM 4,5uL - ImM 4,5uL - ImM
10 mM
Primer 1 1 pL - 20pmol 1 pL - 20pmol 1 pL - 20pmol 1 pL - 20pmol
Primer 2 1 pL - 20pmol 1 pL - 20pmol 1 pL - 20pmol 1 pL - 20pmol
MgCl2 15puL-50mM | 1,5puL-50mM | 1,5uL-25mM | 1,5 uL — 25 mM
DNA molde - 2 UL - 1puL
1 pL de Long 1 pL de Long
_ ) ) 0,3uL de Taq 0,3uL de Taq
Enzima Taq Ludwig Taq Ludwig
Go (5U/uL) Go (5U/uL)
(4U/uL) (4U/uL)
Vfinal mix 50 pL 50 pL 25 pL 25 pL

Fonte: Autora (2021)

Foram realizadas reac6es de PCR com o Mix 1 utilizando todos os pares de primers (6

pares no total), de forma individual em tubos de microcentrifuga de 500 pL, e com 0 Mix 2

apenas com os pares de iniciadores sintéticos ITS1_4 (Sigma).
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Todos os programas usados nas amplificagOes das regides de interesse iniciaram com
um pré-aquecimento, seguidos ciclos contendo aquecimento (desnaturacéo), resfriamento

(anelamento) e replicacdo (extensdo), tabela 6 (COX et al., 2012).

Tabela 6 — Programas utilizados.

Etapas e Programa 1 utilizado no Mix1 | Programa 2 utilizado no Mix 2
Equipamentos Temperatura *Tempo Temperatura *Tempo
Pré aquecimento 94°C 2’ 95°C 5’
Desnaturacéo 94°C 30” 95°C 30”
Anelamento 55°C 45” 60°C 1’
Extenséo 72°C I 72°C I
Manutencéo 72°C 10° 72°C 10°
Conservacao 4°C 0 4°C 0
1 1 TM
Termociclador le\ggzaedrgzgeﬁ@ nexus gradient, ig‘;ﬁi?}:;gl’o;i?:ﬁ;FSher

*onde apresentar (‘) ler minutos, quando (*) ler segundos, e () ler tempo infinito.
Fonte: Autora (2021)

3.3.3 Técnicas eletroforéticas

Essa técnica pode ser utilizada para revelar se a extracdo de DNA foi bem-sucedida,
também se o produto da PCR foi realmente amplificado. Quando as amostras inicialmente sdo
colocadas nas canaletas em uma das extremidades do gel. Devido a carga negativa que as
moléculas de DNA possuem elas migrardo em direcdo a extremidade que tem polo positivo e
consequentemente sdo separadas por tamanho (COX et al., 2012). O tempo das “corridas”
(como sdo chamadas o periodo compreendido entre o a distancia inicial e final que as
amostras levam para migrar no gel de agarose), depende do tamanho do gel, da sua
concentracdo, da procedéncia das amostras. Foram utilizadas preparacdes diferentes aos Mix

elaborados. Esses dados seguem abaixo.
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Tabela 7 — Solugbes tampdes e condicOes de eletroforese.

Produtos do Produtos do
Mix 1_ Programa 1 Mix 2_ Programa 2
Solugdo Tampéo **TAE 50x *TBE
Cncentracéo do gel de agarose 0,8% 1,2% e 1,5%
Condigdes de corrida 80V 120V

* Tris-base 10,8g/L, Acido boérico 5,5g/L, EDTA 0,5M pH8,00 — 4mL

**Tris-Base 242g/L, acido acético glacial 57,1 mL, Na,EDTA.2H,O 37,2g/L (50 x) para utilizagdo usar 1Xx,
20mL TAE 50x para 1L de 4gua destilada.

Fonte: Autora (2021)

3.3.4 Revelacédo do Gel de Agarose

Apds o término da migracdo das amostras, o gel de agarose foi cuidadosamente
retirado da cuba de eletroforese, e imerso em uma solucgdo de brometo de etideo 0,5ug/mL por
50 minutos. As revelagdes foram feitas em transluminador convencional (Mix 1_Programa 1)

e em foto documentador Bio Rad® sob luz UV em 302nm (Mix 2_Programa 2).

3.3.5 Técnicas de Purificacdo dos produtos de PCR

O objetivo dessa etapa baseia-se na inativacao ou retirada dos possiveis interferentes e
resquicios de reagentes das reacdes anteriores provenientes da PCR.

Foram utilizadas duas metodologias: Kit de purificagédo de PCR e o PCR Clean Up. O
primeiro foi aplicado nas amostras provenientes do Mix 1 e Programa 1 e o segundo nas
amostras Mix 2 programa 2.

O Kit de purificacdo utilizado foi da Cellco Biotec do Brasil Ltda, é disposto de 5
etapas: preparacdo da amostra, ativacdo da membrana de silica (coluna), fixacdo do DNA na
coluna, lavagem e eluigdo. O Principio do kit é fixar apenas 0 DNA na membrana de silica
retirando o restante das impurezas.

J& a metodologia do PCR Clean up consiste na utilizacdo de duas enzimas, a fosfatase
alcalina (SAP) e a Exonuclease (EXO). As quais sdo responsaveis por degradar excesso de
dNTPs e de primers. Sob refrigeracdo foram adicionados em tubo de centrifuga de 100 uL, 5
puL do produto da PCR, 1 pL de EXO e 1 puL de SAP. Em termociclador aplicou-se um ciclo
composto por duas etapas, uma a 37°C por 15 minutos e a outra a 80°C por 15 minutos.
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3.3.6 Quantificacgéo do fragmento amplificado via Nanodrop.

A quantificagdo pelo equipamento Nanodrop™2000/2000c Spectrophotometers da
marca Termo Scientific é essencial para determinar a concentracdo e pureza dos fragmentos
de DNA obtidos na PCR. O equipamento faz leitura de comprimento de onda em 260 nm,
onde é a faixa de absorbancia méaxima de &cidos nucleicos. E apresenta os resultados em
forma de duas razbes a 260/280 e 260/230. Essas estdo relacionando a pureza da amostra em
relacdo a contaminantes, como por exemplo proteinas, fenol (280nm), e carboidratos, EDTA
(230nm). A razdo gerada entre essas absorbancias estima o grau de pureza das amostras, para
a razdo 260/280 busca-se valores entre 1,8 e 2,0, ja para a razdo 260/230 valores entre 2,0 e
2,2 sao os ideais. Além dessa relacdo o equipamento gera a concentracdo de cada amostra em

ng/uL.

3.3.7 Sequenciamento Sanger

As amostras preparadas foram enviadas para analise externa na empresa ACTGene,
onde foi realizado o sequenciamento pelo método de Sanger (1977). A empresa solicita que as
amostras enviadas possuam de 30 a 60 ng de DNA molde mais 4,5 pmol de cada primer.

3.3.8 BlastN

Ao receber os dados provenientes do sequenciamento, os documentos foram abertos
nos programas Chromas e Mega. Apo6s ajuste da sequéncia, realizou-se o alinhamento das
sequencias obtidas com diversos outros fragmentos encontrados em banco de dados mundiais
(GenBank), pelo BlastN disponivel gratuitamente no NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&L
NK_LOC=blasthome) (PINHO; MACHADO, 2016). Também foram realizados alinhamentos
em banco de dados acurados, especifico de fungos, o MycoCosm

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir dos experimentos realizados, se encontram nesta segéo,
conforme a sequéncia apresentada na metodologia.

4.1 TESTES DE DETECCAO DE ATIVIDADE LIPOLITICA E SUA QUANTIFICACAO
O teste da rodamina-B foi aplicado em todos os 15 isolados fungicos apresentados na

tabela 1. Porém apenas 8 desenvolveram halos de fluorescéncia caracteristica quando

expostos a luz ultravioleta, figura 4.

Figura 4 - Teste da Rodamina-B isolados positivos.

Fonte: Autora (2015)
Legenda: Letra A:OFF3, Letra B:OFF2, Letra C:OFF6, Letra D:OFS 11, Letra E: CC2 - 19, Letra F:OFS 1,
Letra G:OFS 9 e Letra H: OFS 3.

Os microrganismos OFS 4, OFS 6, OFS 7, OFS 10, OFS 12, OFS 14 e CTS 1 nédo

apresentaram fluorescéncia no teste rodamina- B, portanto reprovaram no teste da triagem
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inicial. J& aqueles que desenvolveram halo caracteristico foram selecionados para realizagdo
da suspensdo de esporos: OFF 2, OFF 3, OFF 6, OFS 1, OFS 3, OFS 9, OFS 11 e CC2-19.
Além dos isolados estudados trés Rhizopus sp. nhomeados como 5884, 6156 e 6150, foram

utilizados como microrganismos controles positivos, figura 5.

Figura 5 —Rhizopus sp. controles positivos.

Fonte: Autora (2015)

Legenda: fluorescéncias caracteristicas dos controles positivos de Rhizopus sp. em teste em placas contendo

meio de cultivo s6lido com de Rodamina B.

A suspensdo de esporos foi executada conforme descrito na secdo 4,22. Sete isolados
dos 8 apresentaram crescimento caracteristico e pode-se obter os esporos, foram 0s seguintes:
OFF 2, OFF 3, OFF 6, OFS 1, OFS 9, OFS 11, CC2-19 e os controles Rhizopus sp.. O isolado
OFS 3 ndo esporulou, dessa forma ndo foi possivel realizar a analise da atividade lipolitica
quantitativa para este isolado.

As condi¢cdes empregadas para o crescimento dos isolados na determinacdo da

atividade lipolitica seguem descritas na se¢éo 4.2.2.3 deste trabalho.
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Foram testados 7 isolados, trés controles positivos e enzima comercial. Os resultados
obtidos em unidade de lipase por volume (U/mL) por hora que cada sobrenadante atingiu

seguem no grafico 1.

Graéfico 1- Atividade lipolitica de cada isolado Fungico.
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Fonte: Autora (2015)

Para obtencdo desses resultados, cada isolado foi cultivado em Erlenmeyer e trés
leituras de aliquotas diferentes do mesmo cultivo foram lidas. No gréafico 1 o resultado do
isolado OFS-11 apresentou maior atividade lipolitica que os demais isolados, que os controles
positivos e a enzima comercial. Esse isolado chegou a produzir 8,6 U/mL em 48h de cultivo
lipase por volume neste ensaio.

As curvas padrdo de p-NP estdo no apéndice A, ambas realizadas em pH 8. A partir
delas foram adquiridos os coeficientes angulares utilizados na realizacdo dos célculos das
atividades apresentadas em ambos os gréficos exibidos nessa secao.

Cabe salientar que ndo foram realizados estudos individuais para definir a condigédo
ideal de cada isolado frente a atividade lipolitica. Logo para esta condicdo e esse tipo de
substrato de cadeia longa apenas um dos 7 isolados se destacou.

Portanto a fim de sancionar a produtividade do isolado com maior producdo de enzima
lipolitica, foram realizadas triplicatas biologicas repetindo as mesmas condigdes aplicadas no

primeiro ensaio. Dos trés cultivos iguais, porem em Erlenmeyer distintos com o mesmo
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isolado, foram retiradas e analisadas trés aliquotas de sobrenadante de cada frasco, totalizando
nove amostras diferentes. Os resultados obtidos seguem apresentados em forma de barras no

gréfico 2.

Gréfico 2 - Atividade lipolitica do isolado OFS-11

OFS11(1) OFS11(2) OFS11(3) Enzima
Comercial
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Fonte: Autora (2015)

Com a triplicata bioldgica foi possivel confirmar o destaque da atividade do isolado
OFS 11 frente a enzima comercial de (Rhizopus oryzae 40,8 U/mg Sigma) nestas condicdes.
Dessa forma, este isolado foi selecionado para realizagdo das etapas de identificacdo
molecular.

Em trabalho realizado por Ortellado (2020), selecionou sete isolados de Penicillium sp
dentre 20 na triagem inicial com rodamina-B. A aplicacdo do teste com p-NPP aos isolados de
interesse foram atingidos melhores resultados nos tempos de 6 e 8 dias. A maior atividade no
menor periodo foi obtida com o isolado LBM081 com 1224 U/mL. Contudo ao comparar o
valor obtido pelo isolado OFS 11 de 8,6 U/mL para atividade lipolitica sob analise com
mesmo substrato sintético verifica-se que este € menor que o apresentado nos estudos de
Ortellado (2020). Essa grande diferenca pode estar relacionada ao tempo de crescimento dos
microrganismos consequentemente a andlise de seus sobrenadantes. O presente trabalho
utilizou sobrenadantes com 48h de indugdo, ja nos experimentos de Ortellado (2020) os testes

foram realizados em tempos de 144h e 192h.
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J& nos estudos de investigacdo de producdo de lipase em estado solido utilizando
Penicillium aurantiogriseum usando o p-NPP como substrato encontraram 29,6+0,11 U/mg
utilizando popa de girassol como substrato alternativo (PALUZAR et al., 2021).

Oliveira (2020) em seus estudos de revisdo sobre lipases microbianas faz um
levantamento de alguns microrganismos produtores de lipase descritos pela literatura entre os
anos de 2015 e 2020, cita a producdo de lipase Fungica proveniente de Penicillium
reoqueforti com rendimento de 186,9 U/mL sob condi¢bes de 72h, 30°C, 180 rpm, pH 7,
tendo 6leo de oliva como substrato em meio submerso. A determinacao da producéo lipolitica
foi realizada por titulagdo com KOH (MAROTTI et al., 2017).

Deste modo ao comparar entre fungos do mesmo género o isolado OFS11 apresentou
uma producao inferior. Porém entre os isolados estudados no presente estudo ele se destacou.

Cabe salientar que o 6leo de oliva empregado nos testes tanto de rodamina B quanto

de p-NPP servem para inducdo da producdo de enzimas lipoliticas.

4.2 MICROCULTIVO E CARACTERISTICAS DO ISOLADO PROMISSOR

Foi necessario todo més de abril de 2022 para realizar a recuperagdo do isolado OFS

11 do estoque. Este foi obtido de um estoque feito de papelote de aluminio (Figura 6).

Figura 6 — Recuperacgdo do OFS11 do estoque antigo.

Fonte: Autora (2022)
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Legenda: A. Crescimento em meio V8 do isolado OFS11 e destacado pela seta a produgdo de goticulas de
biomoléculas; B. crescimento do OFS 11 em meio ASD placa grande e nas placas pequenas crescido em meio
V8; C. Estruturas obtidas em forma de Pellet em meio indutor; D. triplicata e meio indutor todas com

crescimento em forma de Pellet.

Essas caracteristicas sdo normais pois existem inimeros fatores que podem afetar a
morfologia celular: a linhagem (espécie de fungo), concentracdo do indculo, questbes que
envolvem a nutricdo como a composi¢cdo do meio de cultivo, e as condi¢Oes de cultivo
(concentracBes de Oxigénio e gas carbbnico dissolvido, pH, temperatura, agitacdo etc.)
(BUFFO, 2020).

Apos a obtencdo do isolado de forma pura, sem contaminantes, foram realizados
suspensdo de esporos para estoque. Também foi realizado o microcultivo do isolado OFS 11

para visualizagdo das estruturas do micélio.

Figura 7 — Resultado da lIamina de microcultivo

Fonte: Autora (2022)
Legenda: Microcultivo em l1amina OFS 11 corado com azul-algodé&o, biverticilado, A. Conindios. B. Filides. C.
Estipe (100x).

Pela comparagdo das estruturas obtidas no microcultivo ao visualizar no microscopio
Optico pode-se concluir que se trata de um Penicillium sp. (VISAGIE et al., 2014.).
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Segundo Lacaz (1998) com a excecdo do Penicillium marneffei, as espécies de

Penicillium n&o séo patogénicas para o ser humano e os animais.

+——Conidium

[ 2 phialide
~~——Metula
Branch/Ramus

Branch

Stipe
E F Y p—

Figura 8 — Morfologia - Padrbes de ramificacdo de conididforo observados em Penicillium.
Fonte: VISAGIE et al. (2014)

Legenda: A. Conidioforos com fidlides solitarios . B. Monoverticilado. C. Divaricado. D, E. Biverticillate. F.

Terverticilado. G. Quaterverticilato. Barra de escala = 10 um.

O género Penicillium estd entre os grupos de fungos mais importantes estudados,
devido seu metabolismo variado e adaptavel. Essa virtude esta ligada diretamente ao seu
estilo de vida. Desenvolveram uma gama extraordinaria de vias metabolicas, codificadas por
varios agrupamentos de genes, que lhes permitem assimilar matéria organica como fonte de
nutrientes. Véarias espécies sdo notaveis fabricas de biomoléculas (RABHA; JHA, 2018).
Abaixo segue uma molécula de lipase que podem ser produzidas pelo género Penicillium.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/conidiophore
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/conidiophore
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/penicillium
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/phialide
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Figura 9 — Estrutura 3D Lipase de Penicilliu expansum

Fonte: NCBI (2021)
Legenda: Em cinza escuro o sitio ativo e cinza claro a estrutura da enzima lipase de Penicillium expansum.

Malmstrom, Christophersena e Frisvadb (2000) apresentam a descoberta de novos
acidos carboxilicos, acido tanzawaico, benzopirano 3,7-dimetil-1,8-dihidroxi 6-metoxi-
isocromano, e micotoxina produzidos por Penicillium citrinum, Penicillium steckii

prospectados de ambiente marinho, isolados de tunicado, seres filtradores do filo Chordata.

4.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR

Esta secdo é dividida em trés etapas a extragdo de DNA, amplificacdo das Regides de

interesse e andalise dos resultados obtidos no sequenciamento.
4.3.1 Extracao de DNA total da biomassa micelial
Os produtos provenientes das extracdes de DNA foram verificados em gel de agarose

0,8%, e na imagem 10 abaixo pode ser visualizado apenas nas canaletas 6 e 7 o arraste

caracteristico.


https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEA_enBR944BR944&sxsrf=AOaemvK0TddZrrd7D0toBVwoRYjeZMvtEA:1639478339290&q=urochordata+filo&sa=X&ved=2ahUKEwiR0Z7gjOP0AhXhqZUCHW9FBN4Q6BMoAHoECCYQAg
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Figura 10 — Extracdo de DNA OFS 11.

125

Fonte: Autora (2021)

Legenda: Canaleta 1: Marcador de peso molecular Lambda/Hindlll Ludwig biotec®; Canaleta 2: Extracdo de
DNA OFS11 tubo 0 10.05.2022; Canaleta 3: Extracdo de DNA OFS11 tubo 1 10.05.2022; Canaleta 4:
Extracdo de DNA 6156_10.05.2022; Canaleta 5: Extracdo de DNA 6150 _10.05.2022; Canaleta 6: DNA antigo
OFS11 _1; Canaleta 7: DNA antigo OFS11_2; Canaleta 8: Extracdo de DNA OFS11_29.04.2022.

A dificuldade nas extrac6es de DNA molde de boa qualidade e em grande quantidade,
em fungos, pode ser justificada pela presenca de uma parede celular quitinosa rigida. Por
outro lado, a capacidade de secretar enzimas digestivas e de expressar abundantes
transportadores de membrana, preferencialmente nas pontas das hifas, pode ser entendida
como uma consequéncia direta de um estilo de vida ancestral dos fungos. Suas organizacoes
celulares podem variar de organismos monopolares completamente unicelulares aos
filamentos que podem formar estruturas macroscopicas (NARANJO-ORTIZ; GABALDON,
2019).

4.3.2 Amplificacdo da regido ITS1e 4

A amplificacdo da regido ITS foi realizada com Mix 1 utilizando o programa 1. O

resultado obtido pela revelacdo do gel de agarose 0,8%, segue exibido na figura 11.
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Figura 11 — Amplificacdo da regido ITS Mix 1 com programa 1.

Fonte: Autora (2022)

Legenda: Canaleta 1: Marcador de peso molecular Lambda/Hindlll Ludwig biotec®; Canaleta 2: Produto da
PCR 16S CC2-17; Canaleta 3: Produto da PCR 16S CC2-17; Canaleta 4: Produto da PCR 16S CC2-17; Canaleta
5: Controle negativo; Canaleta 6: Produto da PCR _ITS 1 e 4 5884; Canaleta 7: Produto da PCR _ITS 1 e
4_OFS11; Canaleta 8: Controle negativo.

Os fragmentos obtidos na canaleta 7 conforme elucidado acima, apresentou tamanho
aproximado de 564 pb ao fazer a comparacdo com os fragmentos do marcador de peso
molecular, que esta representado na canaleta 1.

Com o Mix 2 e o programa 2 foi possivel a amplificacdo da regido ITS, na temperatura

de anelamento de 60°C, conforme pode ser visualizado na figura 12 canaletas 3 e 4.
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Figura 12 — Amplificacdo da regido ITS Mix 2 com programa 2

E ¥
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Fonte: Autora (2017)
Legenda: Canaleta 1: Ladder 100 PB da Ludwig biotec®, Canaleta 2:vazio; Canaleta 3 e 4:Amplificacdo da

regido ITS1_4, produto com tamanho aproximado entre 600 e 500 pb.

4.3.3 Amplificacéo de outras regides de interesse

Visagie et al. (2014) além de elucidar a morfologia dos Penicillium, traz diagrama
com métodos de identificacdo e caracterizacdo do género em questdo, indica primers
especificos como os da calmodulina, RPB2 e suas condi¢des para PCR.

Licking et al. (2020) relata que a identificacdo apenas com ITS ndo é suficiente e
sustentavel e propdem a utilizacdo de outras regides.

Dessa forma outros “primers” que amplificam regides diferentes do ITS foram
selecionados, conforme descrito na secgao 4.3.2.

Todavia foi possivel a realizagcdo de um teste inicial realizando o modelo de mix 1
programa 1 como tentativa, visto que 0s primers possuem temperatura de anelamento

razoavelmente semelhantes. O resultado segue apresentado na figura 13.
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Figura 13 — Gel de agarose com os produtos de amplificagdo com 0s primers novos
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Fonte: Autora (2022)

Legenda: Marcador de peso molecular Lambda/Hindlll Ludwig biotec®; Canaleta 2: Produto PCR_ Controle
negativo; Canaleta 3: Produto PCR_ CMD 5 e 6; Canaleta 4: Produto PCR_ CF 4 e 1; Canaleta 5: Produto PCR_
ITS 1 e 4; Canaleta 6: Produto PCR_ EF1-728 e 1567; Canaleta 7: Produto PCR_ Bt2a e b; Canaleta 8: vazia.

Houve amplificagdes com os primers CMD 5 e 6 referentes a regido da calmodulina.
A banda caracteristica esta representada na canaleta 3 da figura 13, nas condic¢Ges de Mix 1 e
programa 1. Conforme relatado por Yin Guohua et al. (2017) o tamanho dos fragmentos
gerados por esses pares de primers sdo de aproximadamente 580 pb. Portanto obteve-se éxito
nessa amplificacdo e o produto de PCR sera purificado e enviado ao sequenciamento.

Em contrapartida os pares de primers CF 4 e 1 (canaleta 4), ITS 1 e 4 novo (canaleta
5) e EF1-728 e 1567 (canaleta 6) ndo apresentaram fragmentos amplificados. Portanto
condi¢des de programa do manual de instru¢cbes da Long taq podem ser adaptadas como
proposta de ajuste.

E por fim a canaleta 7 apresentou fragmentos referentes a amplificacdo da regido de
Bt2 a e b que compreende a proteina B-tubulina. Porém bandas inespecificas acima do
fragmento maior podem ser visualizadas, logo um aumento de até 2°C na temperatura de
anelamento é sugerido para aumentar a especificidade de dos primers.

O teste aplicado foi de grande valia e foram tragadas estratégias para a busca de

amplificagdes mais limpas e sem bandas adicionais.



4.3.4 Resultados dos sequenciamentos e Alinhamentos.
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Ao receber os resultados da empresa de sequenciamento, em primeira instancia 0s

documentos foram abertos no programa Chromas para avaliagdo dos eletroferogramas (Anexo

A), na sequéncia abertos no programa Mega para obter-se a série de nucleotideos

correspondente (Anexo B). Por meio do site NCBI, utlizou-se Blastn, para realizacdo do

alinhamento com banco de dados mundial GenBanK (Anexo C) e dados a partir da homologia

com banco de dados especifico de Fungos MycoCosm (Anexo D).

Tabela 8 -Identificacdo molecular

o Banco de o L
Isolado Espécie Similaridade | E-value Publicacéo
Danos
*NP
Penicillium steckii 99,63% 0
mt582790.1
. o *NP
Penicillium citrinum Genbank 100% 0
kx610136.1
OFS 11 L B *NP
Penicillium steckii 99,47% 0
kx302053.1
Penicillium steckii 99,6 0 Publicagédo
Penicillium steckii MycoCosm 99,8% 0 2Publicagdo
Penicillium steckii 100% 6,45E-147 | SPublicacéo

*NP: N&o Publicado
**12¢3 Nijelsen JC, Grijseels S, Prigent S, Ji B, Dainat J, Nielsen KF, Frisvad JC, Workman M, Nielsen

JGlobal analysis of biosynthetic agrupamentos de genes revela um vasto potencial de produgdo de metabdlitos

secundarios

espécies  de

10.1038/nmicrobiol.2017.44

Penicillium.Nat

Microbiol. 3 de

abril de

2017;2():17044. doi:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT582790.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BDMM8K9G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX610136.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BDMMSM3H016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX302053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BDMNB2W6013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28368369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28368369
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Dos 15 isolados estudados o microrganismo denominado OFS11 bioprospectado da
superficie de um recipiente contendo 6leo de fritura, apresentou halo fluorescente quando
crescido em meio com Rodamina B, e se destacou em relacdo aos demais no ensaio
quantitativo com substrato sintético p-NPP, onde apresentou atividade enzimatica de 8,6
U/mL.

Quando realizado experimento de microcultivo as estruturas aderidas na laminula
guando coradas em azul-algoddo puderam ser identificadas com o género Penicillium sp.

As identificacbes moleculares foram um desafio visto que a extracdo de DNA de
fungos filamentosos possui muitos detalhes frente a ruptura da parede de quitina e a
sensibilidade frente a degradacdo do DNA quando em temperatura ambiente e a movimentos
muito abruptos.

Contudo foi possivel uma extracdo bem sucedida a qual gerou DNA molde suficiente
para realizacdo da identificacdo pela amplificacdo regido ITS a nivel de género e espécie.

Foi feito um sequenciamento do amplicom (ITS1_4) com o primer ITS1 F e esse deu
100% homologia no banco de dados MycoCosm com Penicilliu steckii. Uma réplica da
mesma PCR resultou numa homologia no mesmo banco de dados 99,8%. Indicando
fortemente que o isolado faz parte desta espécie.

Portanto o OFS11 foi identificado com mais de 99% de homologia como Penicillium
Steckii em banco de dados especifico de fungos.

A regido de Calmodulina foi amplificada com os primers CMD 5 e 6 com sucesso. As
demais regibes precisam ser otimizadas (Btubullina, EF1-alphae CF 1 e 4).

Testes com p-NPP foram iniciados para buscar a caracterizacdo da enzima em pH e
temperatura ideais. Entretanto muitos problemas surgiram, entre eles a questdo da
solubilizacdo da solucdo substrato, porque ela ficava turva além do normal durante os testes.
Nos estudos realizados por Paluzar et al. (2021), ele cita que problemas de medi¢des podem
ser causados pela baixa solubilidade do substrato sintético na dgua assim como a turbidez
causada pelos acidos graxos liberados.

Portanto antes da execucdo dos testes de caracterizacdo enzimética com substrato
sintético, sera necessario padronizar as condi¢bes otimas de producdo de enzima. Nesses
ensaios podem ser definidos fatores criticos para a producdo da enzima de interesse, tais

como: a inducdo com Obleo, tempo de crescimento e quantidade de esporos por indculo.
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ANEXO A - Eletroferogramas

Figura A.1 - AMOSTRA 2ITS1_F10
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Figura A.1.1 - AMOSTRA 2ITS1_F10 continuagéo
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Figura A.2.1 - AMOSTRA 2ITS4_G10 Continuacéo
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ANEXO B - Sequencias depuradas.

Sequéncias provenientes da amplificagdo da regido ITS com o0 Mix 1 e programa 1:
ITS1_F10
TGAAAGSCATCTGGGTCCACCTCCCACCCGTGTTGCACGAACCTGTGTTGCTTCGG
CGGGCCCGCCGCCAGGCLCGLLCGGGGGGLATLCLCGLLCLCLLGGGLLeGLaLeceaeea
AAGCCCCCCTCTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACAACTAGCTAAATTA
GTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAAC
GCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTG
CCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCCCGCTCCGGGGGGGACGG
GCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTCGTC
ACCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACCCCCAACCTTTTATTATTTCT
CAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAS
CGGSRGAA.
21TS4_G10
TGATCCGAGGTCACCTGAGAAATAATAAAAGGTTGGGGGTCGGCTGGCGCCGGC
CGGGCCTACAAGAGCGGGTGACGAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGT
GCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCCGGAGCGGGGGGGACGGGGCCCAA
CACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCTCCGG
AATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCA
ATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGA
TCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTAATTTAGCTAGTTGTCTCAGACTGCAACTTCAGA
CAGCGTTCAGAGGGGGGCTTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGGATGCCCCCCG
GCGGCCTGGCGGCGGGCCCGCCGAAGCAACACAGGTTCGTGCAACACGGGTGGG
AGGTTGGACCCAGAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC
GGAA
Sequéncia proveniente da amplificacdo da regido ITS com o Mix 2 e programa 2:
TGGGTCCACCTCCCACCCGTGTTGCACGAACCTGTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCC
GCCAGGCCGCCGGGGGGCATCCGLCCLCLCLGGGLCLCGLGLCLCCGCCGAAGLCeeeeeT
CTGAACGCTGTCTGAAGTTGCAGTCTGAGACAACTAGCTAAATTAGTTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
ACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCG




66

CCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCA
CGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCGGCCGCTCCGGGGGGGACGEG.



ANEXO C - Alinhamentos de sequéncias no BLASTn

Figura C.1 - 2ITS1_F10
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ANEXO D - Alinhamentos de sequéncias no MycoCosm

FiguraD.1 - 2ITS1_F10
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