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RESUMO 

Proteases são enzimas comercialmente importantes e dentre as fontes desses biocatalizadores 

estão os basidiomicetos. A utilização destas nos diferentes segmentos industriais é o fator 

essencial que contribui para busca de proteases com novas propriedades. O objetivo deste 

trabalho foi investigar a atividade proteolítica de quatro espécies de cogumelos da Coleção de 

Cultura DPUA para avaliar mecanismos regulatórios da espécie produtora de altos níveis de 

protease para aplicação industrial. Auricularia mixotricha DPUA 1695, Ganoderma lucidum 

DPUA 1694, Lentinus citrinus DPUA 1693 e Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 foram 

investigados quanto à produção de proteases em meio GYP [(glicose 2% (p/v) + peptona 1% 

(p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v)]. Na determinação da influência de diferentes 

parâmetros na síntese enzimática, fontes de carbono, nitrogênio, tamanho do inóculo, tempo 

de cultivo e volume do meio foram estudados. Para verificação da influência de substrato 

indutor (gelatina e extrato de levedura), idade do inóculo e pH inicial foi realizado um 

planejamento fatorial completo 24, com 4 pontos centrais. Na determinação do pH ótimo, 

soluções tampão 0,1 M foram utilizadas: citrato (pH 4-6), fosfato ( pH 6-8) e carbonato-

bicarbonato de sódio (pH 9-10). O efeito da temperatura na atividade proteolítica foi avaliado 

nas temperaturas 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. O efeito de íons metálicos e inibidores foi 

determinado utilizando CaCl2, KCl, NaCl, CuSO4, FeSO4, MgSO4 e ZnSO4, EDTA, PMSF, 

pepstatina e ácido iodoacético. A eficiência da protease na remoção de manchas foi realizada 

utilizando tecidos de algodão manchados com polpa de açaí, suco de couve e suco V8 

vegetais®. No teste de compatibilidade do extrato bruto com detergentes comerciais foi 

utilizado Ace®, Ariel®, Minuano® e Omo®. P. ostreatoroseus DPUA 1720 apresentou 

maior quantitativo enzimático, sendo a espécie selecionada para determinação da influência 

de diferentes parâmetros na síntese enzimática. A maior produção de protease foi verificada 

utilizando 5 discos miceliais como inóculo em 40 mL do meio AYG [amido 2% (p/v) + 

extrato de levedura 0,5% (p/v) + gelatina 1% (p/v)], durante sete dias. No planejamento 

fatorial a máxima atividade obtida foi verificada no ensaio contendo amido 2% (p/v) + 

gelatina 0,5% (p/v) + extrato de levedura 1% (p/v), pH 8 e inóculo com 16 dias de cultivo. As 

proteases apresentaram atividade máxima em pH 7,0 a 50 oC, sendo estáveis por 1h entre pH 

7 a 9 e de 30 a 50 oC. Íons Fe2+ estimularam a atividade, enquanto ions K+, EDTA, PMSF e 

ácido iodoacético inibiram, indicando ser metalo, serino e cisteino-proteases. O extrato bruto 

foi eficaz na remoção de mancha de açaí e apresentou compatiblidade com Minuano®. As 

características destas enzimas como pH e temperatura ótima, compatibilidade e estabilidade, 

permitem sua utilização como aditivos na indústria de detergentes. 

Palavras chave: basidiomicetos; enzimas; fermentação submersa.  
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ABSTRACT 

Proteases are important commercial enzymes with several applications in industrial areas and 

it is an essential factor the search of proteases sources with new properties. For that reason, 

the aim of this study was to investigate the proteolytic activity of four mushrooms strains 

from DPUA Culture Collection and evaluate the regulatory mechanisms of the highest 

producer in order to industrial application. Auricularia mixotricha DPUA 1695, Ganoderma 

lucidum DPUA 1694, Lentinus citrinus DPUA 1693 and Pleurotus ostreatoroseus DPUA 

1720 were inoculated in GYP medium [(2.0% (w/v) glucose + 1.0% (w/v) peptone + 0.5% 

(w/v) yeast extract)]. The parameters used to determine the influence in enzyme production 

were: carbon sources, nitrogen sources, inoculum size, cultivation time and medium volume. 

A 24 full factorial design, with 4 central points, was made to verify the influence of inducer 

substrate, inoculum age and initial pH. The determination of optimum pH was carried out 

with citrate (pH 4.0 to 6.0), phosphate (pH 6.0 to 8.0) and carbonate-sodium bicarbonate (pH 

9.0 to 10.0) buffers; the optimum temperature in 30, 40, 50, 60, 70 and 80 ⁰C; and the effect 

of inhibitors was made using CaCl2, KCl, NaCl, CuSO4, FeSO4, MgSO4, ZnSO4, EDTA, 

PMSF, pepstatin and iodoacetic acid. The protease efficiency in removing stains was carried 

out using cotton cloths stained with acai pulp, cabbage juice and V8 vegetable juice® and the 

crude extract compatibility was compared to the commercial detergent brands  Ace®, Ariel®, 

Minuano® and Omo®. P. ostreatoroseus was the selected strain presenting the highest 

protease production. According to the parameters evaluated, the cultivation using 5 discs of 

the mushroom mycelium in 40 mL of AYG [2.0% (w/v) starch, 0.5% (w/v) yeast extract + 1.0 

% (w/v) gelatin] during 7 days promoted the highest protease production. In the factorial 

design, the highest activity was obtained in the medium containing 2.0 (w/v) starch + 0.5 % 

gelatin + 1.0 % yeast extract, pH 8.0 and inoculum of 16 days age. The proteases had 

maximum activity at pH 7.0 and 50 ⁰C. They were stable for 1 hour between pH 7.0 and 9.0 

and for 30 minutes at 50 ⁰C. The metallic Fe ions stimulated the activity while K ions, EDTA, 

PMSF and iodoacetic acid inhibited the activity indicating the presence of metallic, serine and 

cysteine proteases. The crude extract was efficient in the removing of acai pulp stains and was 

compatible with the commercial detergent Minuano®. The enzymes characteristics, according 

to optimum pH and temperature, compatibility and stability, allow their utilization as additive 

in detergent industry. 

 

Keywords: basidiomycetes; enzymes; submerged fermentation.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

Em meio às várias enzimas comercializadas, as proteases apresentam características 

únicas, em termo de mecanismo catalítico e especificidade do substrato, atuando na hidrólise 

de proteínas. Estes biocatalisadores somam 65% do total de vendas e podem ser utilizados em 

diversos setores industriais como, processamento de alimentos e bebidas, formulação de 

detergentes, produção de medicamentos e fabricação de papel (SANTOS e SATO, 2009; YIN 

et al., 2014; KUMMARI e PRASAD, 2015).  

Dentre a variedade de aplicações das enzimas proteolíticas no mercado industrial, são 

mais utilizadas como aditivos de detergentes, substituindo catalisadores químicos que causam 

poluição ambiental (PUNDIR et al., 2012; NIYONZIMA e MORE, 2013). Atuam na hidrólise 

de manchas protéicas, como sangue e outros fluidos corporais. A utilização de proteases na 

indústria de detergentes depende da atividade enzimática em pH que varia de neutro a 

alcalino, além de suportarem temperaturas de lavagem (ZAMBARE et al., 2014). 

As enzimas proteolíticas têm sido produzidas por fermentação submersa, um processo em 

que bactérias, leveduras ou fungos filamentosos crescem em um determinado meio líquido, 

padronizado para fornecer condições ideais para o crescimento e produção das enzimas 

desejadas. O cultivo submerso oferece uma série de vantagens, como facilidade de cultivo, 

crescimento dos micro-organismos em condições controladas de temperatura e pH, além da 

fácil recuperação das enzimas excretadas no meio (COUTO e SANROMAN, 2006; 

FEITOSA, 2009). 

Cogumelos são macrofungos que possuem propriedade nutricional, considerados uma 

especiaria nobre na culinária. Muitas espécies são fontes de compostos bioativos com 

propriedade medicinal, antimicrobiana, antioxidante, além de polissacarídeos, vitaminas e 

enzimas (BASKAR et al., 2011; ORSINE et al., 2012; ALI et al., 2013). A diversidade de 

cogumelos produtores de enzimas está estimulando a identificação e produção de proteases 

apropriadas para uso em processos industriais específicos (CAMPOS et al., 2011; RAMOS et 

al., 2011). A utilização de cogumelos em bioprocessos vem ganhando espaço por 

necessitarem de teores reduzidos de nutrientes para crescimento, excelente adaptação em 

meios naturais ou sintéticos, além de técnicas fáceis de cultivo (ORSINE et al., 2012; 

MANZUR et al., 2014). 

Considerando a diversidade de basidiomicetos produtores de proteases da Coleção de 

Culturas DPUA e a utilização destas enzimas nos diferentes segmentos industriais, estudos 

são necessários para padronização de condições adequadas de produção de proteases com 

novas propriedades. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Enzimas proteolíticas 

Em meados do século XX, as enzimas começaram a ser comercializadas para a 

utilização em processos industriais. Dentre a variedade de reações que as enzimas participam, 

a proteólise causa a modificação das propriedades físicas, químicas e biológicas originais das 

proteínas, sendo um processo essencial para o ser humano, por ser responsável pelo 

catabolismo de proteínas, coagulação do sangue, entre outras funções fisiológicas e também 

para as indústrias que necessitam da digestão protéica (CAMPOS et al., 2011; SUGANTHI et 

al., 2013). 

As proteases ganharam um grande espaço nos diversos setores produtivos, ocupando 

hoje 65% do mercado mundial. Essas enzimas substituem catalisadores químicos nas 

indústrias têxteis, farmacêuticas, de detergentes, de alimentos e bebidas e de recuperação de 

prata de raio-x (VIJAYARAGHAVAN et al., 2014; ABHIJIT, 2012).  

2.2 Classificação e aplicação industrial das proteases 

A Enzyme Commision (EC) posiciona as proteases no grupo 3 (hidrolases) e sub-grupo 

4 (hidrolisam ligações peptídicas), família EC 3.4. Tais enzimas podem ser divididas em dois 

grupos principais, dependendo da posição da ligação peptídica clivada.  

As exopeptidases caracterizam-se por hidrolisarem ligações peptídicas a partir das 

extremidades aminoterminal e carboxiterminal do substrato, já as endopeptidases atuam na 

clivagem interna da cadeia polipeptídica. As endopeptidades se classificam de acordo com o 

aminoácido presente no seu sítio ativo e podem ser subdivididas em serina (EC 3.4.21), 

cisteína (EC 3.4.22), aspártico (EC 3.4.23) e metalo-protease (EC 3.4.24) (NC-IUBMB, 2011; 

HSIAO et al., 2014). 

Além da classificação tradicional, as proteases podem também ser agrupadas de 

acordo com a faixa de pH no qual  expressam sua maior atividade (RAI e MUKHERJEE, 

2009; SINGHAL et al., 2012). 

As proteases ácidas são representadas principalmente pelas aspártico-proteases e tem 

sua melhor atividade em pH entre 2,0 e 6,0. Geralmente são produzidas por micro-

organismos, sendo utilizadas na fabricação de queijos, no amaciamento de carnes, cereais e 

bebidas (WISEMAN, 1991). 

As proteases neutras são representadas pelas cisteíno-proteases, metalo-proteases e 

algumas serino-proteases. Geralmente proteases bacterianas expressam maior atividade em 

uma faixa de pH de 5-8 e fúngicas em pH 7, podendo então  ser utilizadas na indústria de 
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detergente e alimentícia (RAO et al.,1998; JISHA et al., 2013). Possuem um papel de 

destaque na fabricação de alimentos porque catalisam a hidrólise de uma ligação específica 

em um determinado aminoácido, melhorando o sabor, o aroma, a textura, a funcionalidade e a 

qualidade nutricional (AHMED et al., 2010; INÁCIO et al., 2015).  

As proteases alcalinas são representadas principalmente pelas serino-proteases, são 

conhecidas por constituírem 60 a 65% do mercado industrial de proteases e tem uma faixa 

ótima de pH de 8,0 a 11,0. Possuem uma vasta gama de aplicações, como recuperação de 

prata de raio-x, fabricação de medicamentos, indústria têxtil, e formulação de detergentes 

(RAI e MUKHERJEE, 2010; GOMAA, 2012). 

2.2.1 Utilização na indústria de detergentes 

Dentre as aplicações no mercado industrial, as proteases são mais utilizadas como 

aditivos de detergentes, o que corresponde a 42% do mercado. São empregadas na retirada de 

resíduos protéicos como manchas de alimentos e secreções corporais, permitindo a 

substituição de produtos tóxicos que agridem o meio ambiente, além de aumentar a eficácia 

da lavagem, manter a cor dos tecidos e economizar energia e água (PUNDIR et al., 2012; 

NIYONZIMA e MORE, 2013). 

A adição de enzimas proteolíticas na formulação de detergentes depende de uma série 

de fatores como maior atividade em pH neutro a alcalino (7-11) e em ampla faixa de 

temperatura, força iônica e estabilidade na presença de agentes oxidantes e surfactantes 

(ZAMBARE et al., 2014). 

2.3 Fontes de proteases 

As proteases são amplamente distribuídas na natureza. Segundo Raj et al. (2012) e 

Mushtaq et al. (2015) são fontes de proteases, os vegetais, animais e um grande número de 

micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos. 

Tradicionalmente, as enzimas mais estudadas são aquelas de origem animal e vegetal, 

porém há alguns anos a produção de enzimas por micro-organismos vem ganhando relevância 

industrial, já que as extraídas de plantas e de animais não atendem a demanda comercial 

(ZAMBARE et al., 2014; MUSHTAQ et al., 2014). 

A produção industrial de proteases por micro-organismos é beneficiada pela grande 

diversidade genética e fácil manipulação, por necessitarem de um espaço curto de tempo para 

produção por fermentação submersa ou fermentação semi-sólida em condições controladas, 

além da fácil recuperação das enzimas secretadas (SANKARALINGAM et al., 2012; 

CASTRO e SATO, 2014). 
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Dentre os fungos fontes de proteases, os filamentosos estão sendo bastante estudados 

no que diz respeito à produção de enzimas industriais devido a sua capacidade de crescer 

facilmente em substratos orgânicos e produzir uma vasta gama de enzimas extracelulares. 

Entre as muitas vantagens oferecidas pela produção de enzimas por fungos estão: baixo custo 

de materiais e elevada e rápida produtividade (SILVA et al., 2009; VISHWANATHA et al., 

2010). 

2.4 Cogumelos comestíveis como fontes de proteases 

Cogumelos comestíveis são macrofungos pertencentes ao Reino Fungi, Filo 

Basidiomycota, morfologicamente complexos, exibindo formas estruturais diferentes durante 

todo seu ciclo de vida.  Tem como característica morfológica, o micélio que após um período 

de crescimento em condições favoráveis, produz uma estrutura denominada píleo, comumente 

chamado de corpos de frutificação ou basidioma, com um estipe, que o prende ao substrato 

(CHANG, 1989; CHANG e MILES, 1992; PUTZKE e PUTZKE, 1998, PUTZKE, 2011).  

As diversas espécies de cogumelos estão distribuidas em diferentes tipos de ambientes 

e podem ser parasitas, micorrízicos e na maioria das vezes sapróbios, decompositores de 

substratos orgânicos (ERJAVEC et al., 2012). 

Consumidos no Oriente desde a antiguidade, são alimentos quase completos, ricos em 

proteínas, sais minerais, ferro, vitaminas B1 e B2, cálcio, além de apresentarem baixos teores 

de gordura e carboidratos. Além disso, apresentam potencial farmacológico como, 

imunoestimulante, antitumoral, hipoglicêmico e como suplemento nutricional (XU et al., 

2011; ZHANG et al., 2014; DULAY et al., 2015). 

Os cogumelos não só fornecem alto valor nutritivo, mas também, são capazes de 

produzir metabólitos secundários e enzimas que podem ser utilizadas em vários segmentos 

industriais (RAMOS et al., 2011). 

Há uma variedade de enzimas potencialmente comerciais produzidas por 

basidiomicetos, inclusive proteases. Durante o crescimento in vitro do micélio as enzimas são 

liberadas no meio de fermentação pelo cogumelo para degradar os materiais insolúveis em 

moléculas simples e solúveis, que são posteriormente utilizadas para nutrição intracelular. A 

vantagem de se obter proteases de cogumelos comestíveis é que são fungos de fácil acesso, 

crescem in vitro, não são tóxicos e o micélio pode ser facilmente removido do substrato 

obtido por fermentação em meio líquido (IKETANI et al., 2013; ZAFERANLOO et al., 

2014). 
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2.4.1 Espécies de cogumelos 

2.4.1.1 Auricularia mixotricha 

Espécies do gênero Auricularia são geralmente comestíveis e muito utilizadas na 

medicina pelos povos orientais, como Auricularia politricha e Auricularia  

auricula-judae,. Têm sido cultivadas em regiões tropicais e subtropicais e podem ser 

encontradas no Brasil. Seus basidiomas são facilmente reconhecíveis pela sua consistência 

gelatinosa (IRAWATI et al., 2012). 

Auricularia mixotricha (Figura 1A) pertence a Classe Badiomycetes, subclasse 

Phragmobasidiomycetidae, Ordem Auriculariales e Família Auriculariaceae (GUERRERO e 

HOMRICH, 1999). 

2.4.1.2 Ganoderma lucidum 

Ganoderma é um gênero de cogumelos decompositores de madeira que possuem 

corpo de frutificação rígido, possuindo mais de 300 espécies relatadas. Devido sua 

consistência são pouco utilizados na alimentação (BABY et al., 2015). 

Ganoderma lucidum (Figura 1B), um cogumelo pertencente à classe de 

Homobasidiomycetes, Ordem Ganodermatales (Polyporales), Família Ganodermataceae 

(Polyporaceae), está bem representado nos trópicos, ocorrendo em diversos ecossistemas 

brasileiros (GUGLIOTTA et al., 2011; JUNIOR et al., 2011). Em função dos compostos 

bioativos produzidos por esta espécie vêm sendo utilizado na medicina oriental há mais de 

2000 anos (YANG et al., 2013). A espécie caracteriza-se por ser brilhante, como se fossem 

envernizados, píleo semicircular, com tamanho de 5 a 15 cm de largura, estipe normalmente 

longo (GUERRERO e HOMRICH, 1999). 

2.4.1.3 Lentinus citrinus 

O gênero Lentinus possui como características morfológicas estipe sempre presente, 

central ou excêntrico, píleo pigmentado, quando velho ou seco, e a camada cortical formada 

por hifas prostadas, lamelas com borda mais ou menos denticulada, crenulada ou serrulada 

(PEREIRA e PUTZKE, 1989). 

Lentinus citrinus Walleyn ET Rammeloo (Figura 1C), Ordem Agaricales, Família 

Lentinaceae (Polyporaceae) é citado como cogumelo comestível, produtor de proteases em 

meio natural e sintético e pode ser encontrado em regiões tropicais e subtropicais (PUTZKE, 

2002; KIRSCH et al., 2011).  
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2.4.1.4 Pleurotus ostreatoroseus 

Pleurotus é um gênero importante de Basidiomicetos, onde a maioria das espécies 

conhecidas, P. citrinopileatus, P. pulmonarius, P. eryngii, P. florida, P. ostreatus, P. 

ostreatoroseus, são comestíveis e várias delas cultivadas (PUTZKE, 2002; TÉLLEZ- 

TÉLLEZ et al., 2013). Possuem também propriedades terapêuticas como antimicrobianos, 

antivirais, antitumorais e antioxidantes (PATEL et al., 2012). 

São características comuns ao gênero: superfície lisa, píleo carnoso, às vezes 

membranáceo e não pigmentado. O estipe é geralmente central, excêntrico ou lateral e 

raramente ausente.  Quando pigmentado, possuem tons de cinza, verde, vermelho, lilás ou 

rosa, por exemplo, a coloração típica de P. ostreatoroseus. Pleurotus ostreatoroseus (Figura 

1D) pertence à ordem Agaricales, Família Pleurotaceae (Polyporaceae) (PEREIRA e 

PUTZKE, 1989). 

 

2.5 Fermentação submersa 

Dentre os bioprocessos, a fermentação submersa é uma técnica que utiliza meio 

nutriente líquido para cultivar determinados tipos de micro-organismos. É bastante eficaz na 

produção de proteases em escala industrial, pois além da facilidade de cultivo, as enzimas de 

interesse são facilmente recuperadas por serem extracelulares, ou seja, os micro-organismos 

secretam as enzimas para que haja a quebra de nutrientes presentes no meio 

(SUBRAMANIYAM e VIMALA, 2012; NIYONZIMA e MORE, 2013). 

Lakshmi et al. (2014) mostra que a eficácia do processo de produção de proteases 

depende diretamente das condições de cultivo. Parâmetros nutricionais, como fontes de 

carbono e nitrogênio, bem como suas concentrações, devem ser medidos e controlados para 

otimizar o processo de fermentação, já que são os principais constituintes de um meio de 

Fonte: Herbário Micológico Jair Putzke 

 

A B C D 

Figura 1. A – Auricularia mixotricha; B – Ganoderma lucidum; C – Lentinus citrinus; D – Pleurotus 

ostreatoroseus 
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cultivo. A avaliação do teor e da qualidade dos nutrientes do meio pode ser uma alternativa 

para manter um equilíbrio entre os vários compostos presentes, minimizando assim a 

quantidade de componentes não utilizados ao fim da fermentação (KUMAR e TAKAGI, 

1999; PATRICK et al., 2011). Diferentes espécies de micro-organismos possuem distintas 

preferências em relação às fontes de carbono e nitrogênio para o crescimento e produção de 

enzimas. A resposta das células microbianas aos diferentes indutores enzimáticos varia 

dependendo, por exemplo, da concentração e tipo, ou pela presença de glicose ou outros 

açúcares no meio (AGUIAR e MENEZES, 2000; SHAMPA et al. 2009). 

Fatores físicos também influenciam diretamente na taxa de crescimento dos micro-

organismos e consequentemente na produção de enzimas.  Prasad e Raju (2013) citam que 

todos os micro-organismos são sensíveis à concentração de íons H+ no meio, pois influenciam 

os processos enzimáticos e transporte celular intermembranar, existindo uma faixa de pH em 

que o crescimento e a produção enzimática é máxima. Segundo Aikat e Bhattacharyya (2000) 

e Maldonado et al. (2014), a idade e tamanho do inóculo podem variar em função da espécie e 

dos nutrientes utilizados. Já a aeração influencia significativamente no crescimento de 

bactérias e fungos e consequentemente na formação de produtos metabólicos, se as reações 

enzimáticas forem dependentes de oxigênio. Portanto todos os parâmetros de um bioprocesso 

precisam ser avaliados e monitorados para que seja eficaz (BACH et al., 2012). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Investigar a produção de protease por espécies de cogumelos da Coleção de Cultura 

DPUA e caracterizar a enzima para aplicação industrial. 

3.2  Específicos 

 Avaliar a produção de enzimas proteolíticas de quatro espécies de cogumelos para 

selecionar a que expressar maior atividade enzimática para uso industrial.  

 

 Investigar a influência de parâmetros químicos e físicos na produção de proteases pela 

espécie selecionada. 

 
 Caracterizar as proteases da espécie selecionada quanto a temperatura e pH ótimo e 

estabilidade à temperatura e pH. 

 
 Verificar a viabilidade da aplicação do extrato enzimático bruto na retirada de mancha e 

compatibilidade com detergente comercial. 
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4.  MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Cultivo dos cogumelos 

A. mixotricha DPUA 1695, G. lucidum DPUA 1694, L. citrinus DPUA 1535, P. 

ostreatoroseus DPUA 1720, preservados sob óleo mineral, foram cedidas pela Coleção de 

Cultura DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. As culturas foram 

subcultivadas em ágar batata dextrose (BDA) com extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v), em 

placas de Petri (90 mm x 15 mm). Os cultivos foram mantidos a 25 oC, sem luz, por doze 

dias. 

4.2 Fermentação submersa 

A produção das enzimas proteolíticas pelos cogumelos foi realizada por fermentação 

submersa. Para produção de proteases em 50 mL de extrato de GYP [(glicose 2% (p/v) + 

peptona 1% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v), pH 7,0], em cada frasco Erlenmeyer de 

125 mL foram inoculados 10 discos miceliais (Ø=10 mm) retirados dos cultivos em 

BDA+YE. A fermentação foi conduzida a 25 oC, 150 rpm. Após cinco dias a biomassa 

micelial foi separada do sobrenadante por filtração a vácuo e o extrato bruto filtrado em 

membrana de acetato de celulose (0,45 µm). Todos os experimentos foram realizados em 

triplicata.  

4.3 Determinação da atividade de protease – Seleção do cogumelo 

Na determinação da atividade das proteases, 150 L do extrato bruto foi adicionado 

em 250 µL de azocaseina 1% (p/v), em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,2. A mistura reacional 

foi incubada a 25 ºC, em câmara escura. Após uma hora a reação foi interrompida pela adição 

de 1,2 mL de ácido tricloroacético 10% (p/v). Do sobrenadante foi transferido 800 µL para 

1,4 mL de hidróxido de sódio 1 M. Todos os experimentos, incluindo o branco, foram 

realizados em triplicata.  

Uma unidade de atividade proteolítica foi definida, segundo Leighton (1973) 

modificado, como a quantidade de enzimas capaz de produzir um aumento na absorvância de 

0,01 em uma hora, a 440 nm. 

4.4 Determinação da influência de diferentes parâmetros na produção de proteases pelo 
cogumelo selecionado 

Na determinação da influência de fonte de carbono, nitrogênio, tempo de fermentação 

e volume do meio de cultura, a glicose do meio base (GYP) foi substituída por amido e 
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sacarose 2% (p/v) e, a peptona por gelatina e sulfato de amônio 1% (p/v). Em todas as 

formulações foi adicionado extrato de levedura 0,5% (p/v). Os meios líquidos preparados 

foram: 1) Amido + extrato de levedura + gelatina (AYG); 2) Amido + extrato de levedura + 

sulfato de amônio (AYSa); 3) Sacarose + extrato de levedura + gelatina  (SYG); 4) Sacarose + 

extrato de levedura + sulfato de amônio  (SYSa). Em cada frasco de Erlenmeyer foi 

adicionado 40 ou 60 mL de cada meio, seguindo-se a esterilização a 121 oC por 15 minutos. 

Em cada frasco contendo AYG, AYSa, SYG, SYSa foi inoculado 5 ou 15 discos miceliais da 

cultura inóculo. Os cultivos foram realizados a 25 oC, 150 rpm, durante três ou sete dias. O 

cultivo controle foi preparado utilizando-se como inóculo 10 discos miceliais em 50 mL do 

meio base (GYP), durante 5 dias. Ao término da fermentação a massa micelial foi separada do 

sobrenadante por filtração a vácuo e o extrato bruto concentrado em membrana de acetato de 

celulose (0,45 µm). A atividade de protease foi determinada em triplicata. 

4.5 Padronização dos fatores de influência: substrato indutor, idade do inóculo e pH 
inicial do meio 

Para determinação da influência da concentração de gelatina, extrato de levedura, 

idade do inóculo e pH inicial do meio foi realizado um planejamento fatorial completo 24, 

com 4 pontos centrais (Tabela 1). O meio de cultura, o tamanho do inóculo, tempo de 

incubação e o volume do meio utilizado neste experimento foram os padronizados no item 

anterior. A fermentação foi conduzida a 25 ºC, 150 rpm. A atividade de protease foi 

determinada em triplicata. 

 
Tabela 1. Parâmetros avaliados no planejamento fatorial 24 para otimização da produção de proteases 
por P. ostreatoroseus 

Parâmetros Nível (-1) Nível (0) Nível (+1) 
Gelatina (%)  0,5 1,0 2,0 
Extrato de levedura (%) 0,2 0,5 1,0 
Idade do inóculo 8 12 16 
pH inicial 6 7 8 

 

4.6 Caracterização das proteases quanto temperatura ótima e pH ótimo e estabilidade 
ao pH e temperatura 

4.6.1 Efeito do pH e temperatura na atividade de proteases 

Para determinar o efeito do pH na atividade das proteases o extrato bruto foi 

adicionado nos seguintes tampões contendo azocaseína 1% (p/v): Solução tampão citrato 0,1 

M  (pH 4-6), solução tampão fosfato 0,1 M (pH 6-8) e solução tampão carbonato-bicarbonato 
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de sódio 0,1 M (pH 9-10). As análises foram realizadas por uma hora, a 25 oC, em câmara 

escura, seguindo-se a determinação da atividade das proteases. O efeito da temperatura na 

atividade proteolítica foi avaliado incubando o extrato enzimático em tampão de pH ótimo 

contendo azocaseína 1% (p/v) nas temperaturas de estudo (30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C), durante 

1 hora, seguindo-se a determinação da atividade das proteases. 

4.6.2 Efeito do pH e temperatura na estabilidade de proteases 

Para os ensaios de estabilidade ao pH, o extrato foi diluído  nos tampões utilizados no 

item anterior, incubados durante 24 h a 25°C, seguindo-se da determinação da atividade 

proteolítica nas condições ótimas de pH encontradas. Para a realização do teste de 

estabilidade à temperatura, incubou-se o extrato enzimático durante 1 h em diferentes 

temperaturas (30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C), seguindo-se da determinação da atividade 

proteolítica em condições ótimas de pH e temperatura. 

4.7 Efeito de íons metálicos e inibidores 

O efeito de íons metálicos [Cloreto de cálcio (CaCl2), Cloreto de potássio (KCl), 

Cloreto de sódio (NaCl), Sulfato de cobre (CuSO4), Sulfato ferroso (FeSO4), Sulfato de 

magnésio (MgSO4) e Sulfato de zinco (ZnSO4)] e de compostos inibidores de protease [ 

EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), pepstatina e 

ácido iodoacético], na concentração final de 10 mM foi determinado por pré-incubação com o 

extrato bruto durante 1 hora, a 50 °C. A atividade enzimática residual foi determinada e 

comparada com o controle que corresponde a 100% de atividade. Todas as amostras foram 

preparadas em triplicata (ALECRIM et al., 2015). 

4.8 Aplicações biotecnológicas 

4.8.1 Remoção de manchas 

Para determinar a eficiência da protease na remoção de manchas, tecidos de algodão 

(5cm x 5cm)  foram manchados, separadamente, com 100 µL de polpa de açaí, suco de couve 

e suco V8 vegetais®. Os tecidos foram secos, embebidos em formaldeído a 2% e lavados com 

água destilada para remoção do formaldeído. O extrato bruto (2000 µL) foi adicionado aos 

tecidos que foram incubados a 37 ° C. Os controles foram acondicionados sem enzima. Após 

30 minutos cada pedaço de tecido, incluindo o controle, foi lavado com água destilada e seco 

(VIJAYALAKSHMI et al., 2011). 
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4.8.2 Compatibilidade com detergentes comerciais 

Os detergentes Ace®, Ariel®, Minuano® e Omo® foram diluídos em água destilada, 

na concentração final de 7 mg/mL para simular condições de lavagem. Em seguida, foram 

tratados termicamente a 100 °C por 15 min, para inativar as enzimas que poderiam fazer parte 

da formulação dos detergentes. O extrato bruto foi adicionado na preparação do detergente 

(1:1) e incubado na temperatura ótima por 1 h. A cada 10 minutos foram retiradas amostras 

para determinação da atividade residual, tanto nos tratamentos quanto no controle 

(NASCIMENTO e MARTINS, 2006). 

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) ao nível de 95% de 

significância e médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significância, utilizando-se 

o “Software Minitab ® 17.1.0” e o “Software Statistica 8.0” (Statsoft, Inc., 2008, USA). 
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RESUMO 

A busca de proteases com características específicas, assim como novos organismos 
produtores está sendo objetivo de vários estudos para redução do custo de produção em 
determinados setores industriais. O objetivo do trabalho foi verificar a produção de protease 
por quatro cogumelos de podridão branca para selecionar uma espécie com características 
apropriadas para aplicação na indústria de detergentes. Os cogumelos produziram proteases 
nos cultivos em meio líquido [glicose-peptona-extrato de levedura (GYP)], 30 oC por 72 h, 
150 rpm, condição que proporcionou a identificação de Pleurotus ostretoroseus como espécie 
que expressou maior quantidade (75,11 U/mL ± 0,77 U/mL) de proteases extracelulares.  Nas 
diferentes condições avaliadas, os fatores que influenciaram na produção dessas enzimas 
foram fontes de carbono e nitrogênio, tempo de fermentação, volume do meio, tamanho e 
idade do inóculo. Pleurotus ostretoroseus é fonte de proteases neutras, metaloproteases, 
serino-proteases e cisteino-proteases que removeram manchas de suco de açaí (Euterpe 

Oleracea Mart.) e expressaram compatibilidade com detergente comercial.  

Palavras chave: basidiomicetos de podridão branca; enzimas; fermentação submersa.                                                                      

 

ABSTRACT 

The search of proteases with specific characteristics as well as new sources of these enzymes 
has been the main objective of several studies to reduce the production cost in industrial areas. 
The aim of this study was to verify the protease production by four white rot mushrooms and 
select one to determinate its enzyme application in detergent industry. The mushrooms 
produced proteases in liquid fermentation using GYP (glucose, peptone, yeast extract) and 
maintained at 30 C, for 72h and 150 rpm. This condition promoted the highest extracellular 
protease production by Pleurotus ostreatoroseus (75.11 U/mL± 0.77 U/mL). The parameters 
that influenced effective enzyme production were carbon and nitrogen sources, fermentation 
time, medium volume, size and inoculum age.  P. ostreatoroseus were source of neutral, 
metal, serine and cysteine proteases which were capable to remove stains of acai juice 
(Euterpeoleracea Mart.) and expressed compatibility with commercial detergent.  

Keywords: white rot basidiomycetes; enzymes; submerged fermentation. 
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1. INTRODUÇÃO 

A diversidade de cogumelos são fontes de várias enzimas, característica que está 

estimulando a identificação de espécies produtoras de proteases apropriadas para uso em 

processos industriais específicos (CAMPOS et al., 2011; RAMOS et al., 2011). Outras 

propriedades que favorecem o uso de cogumelos em bioprocessos são a necessidade de teores 

reduzidos de nutrientes que exigem para crescimento, excelente adaptação, técnicas fáceis de 

cultivo, além de apresentarem potencial farmacológico como, imunoestimulante, antitumoral 

e hipoglicêmico (ORSINE et al., 2012; MANZUR et al., 2014).  

As proteases de origem microbiana são produzidas por fermentação submersa e/ou 

fermentação semi-sólida, sendo que o cultivo em meio líquido oferece uma série de 

vantagens, como crescimento dos micro-organismos em condições controladas de temperatura 

e pH, além da fácil recuperação das enzimas secretadas no meio (SANKARALINGAM et al., 

2012; HANSEN et al., 2015). Tais enzimas são classificadas em cisteíno, serino, aspártico e 

metalo-proteases de acordo com sua estrutura e com o aminoácido presente no seu sítio ativo. 

Conforme o pH ótimo de atividade, também podem ser do tipo ácidas, neutras e alcalinas 

(HSIAO et al., 2014).  

Em função da ação em diversos processos industriais, o interesse por proteases tem 

aumentado o desenvolvimento de produtos inovadores com propriedades particulares. No 

mercado industrial de enzimas, proteases produzidas por fungos predominam na indústria de 

detergentes, proporcionando a substituição de produtos tóxicos contaminantes do meio 

ambiente, reduzindo danos às roupas e equipamentos (PUNDIR et al., 2012; NIYONZIMA e 

MORE, 2013). Na indústria de alimentos são usadas para melhoramento da qualidade, textura 

e sabor do produto final (INÁCIO et al., 2015). E em medicina, atuam na correção da 

deficiência de enzimas digestivas e no tratamento de feridas, queimaduras, abcessos e 

dissolução de coágulo (SOUZA et al., 2015). 

Considerando a importância da utilização de novas proteases em diversos segmentos 

industriais, o objetivo deste trabalho foi investigar espécies de cogumelos como fontes de 

proteases para selecionar uma espécie com características apropriadas para aplicação na 

indústria de detergentes. 
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2.  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Cultivo dos cogumelos 

Auricularia mixotricha DPUA 1695, Ganoderma lucidum DPUA 1694, Lentinus 

citrinus DPUA 1693 e Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, preservados sob óleo mineral, 

foram cedidas pela Coleção de Cultura DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-

UFAM. Estas espécies foram subcultivadas em ágar batata dextrose (BDA) com extrato de 

levedura (YE) 0,5% (p/v), em placas de Petri (90 mm x 15 mm). Os cultivos foram mantidos 

a 25 oC, sem luz, por 12 dias. 

2.2 Fermentação submersa 

A produção das enzimas proteolíticas pelos cogumelos foi realizada por fermentação 

submersa. Para produção de proteases em 50 mL de extrato de GYP [(glicose 2% (p/v) + 

peptona 1% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v), pH 7,0], em cada frasco Erlenmeyer de 

125 mL foram inoculados 10 discos miceliais (Ø=10 mm) retirados dos cultivos em 

BDA+YE. A fermentação foi conduzida a 25 oC, 150 rpm. Após cinco dias a biomassa foi 

separada do sobrenadante por filtração a vácuo e o extrato bruto filtrado em membrana de 

acetato de celulose (0,45 µm). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.  

2.3 Determinação da atividade de protease – Seleção do cogumelo 

Na determinação da atividade das proteases, 150 L do extrato bruto foi adicionado 

em 250 µL de azocaseina 1% (p/v), em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,2. A mistura reacional 

foi incubada a 25 ºC, em câmara escura. Após uma hora a reação foi interrompida pela adição 

de 1,2 mL de ácido tricloroacético 10% (p/v). Do sobrenadante foi transferido 800 µL para 

1,4 mL de hidróxido de sódio 1 M. Todos os experimentos, incluindo o branco, foram 

realizados em triplicata. Uma unidade de atividade proteolítica foi definida, segundo Leighton 

(1973) modificado, como a quantidade de enzimas capaz de produzir um aumento na 

absorbância de 0,01 em uma hora, a 440 nm. 

2.4 Determinação da influência de diferentes parâmetros na produção de proteases pelo 

cogumelo selecionado 

Na determinação da influência de fonte de carbono, nitrogênio, tempo de fermentação 

e volume do meio de cultura, a glicose do meio base (GYP) foi substituída por amido e 

sacarose 2% (p/v) e, a peptona por gelatina e sulfato de amônio 1% (p/v). Em todas as 
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formulações foi adicionado extrato de levedura 0,5% (p/v). Os meios líquidos preparados 

foram: 1) Amido + extrato de levedura + gelatina (AYG); 2) Amido + extrato de levedura + 

sulfato de amônio (AYSa); 3) Sacarose + extrato de levedura + gelatina  (SYG); 4) Sacarose + 

extrato de levedura + sulfato de amônio  (SYSa). Em cada frasco de Erlenmeyer foi 

adicionado 40 ou 60 mL de cada meio, seguindo-se a esterilização a 121 oC por 15 minutos. 

Em cada frasco contendo AYG, AYSa, SYG, SYSa foi inoculado 5 ou 15 discos miceliais da 

cultura inóculo. Os cultivos foram realizados a 25 oC, 150 rpm, durante três ou sete dias. O 

cultivo controle foi preparado utilizando-se como inóculo 10 discos miceliais em 50 mL do 

meio base (GYP), durante 5 dias. Ao término da fermentação, a massa micelial foi separada 

do sobrenadante por filtração a vácuo e o extrato bruto concentrado em membrana de acetato 

de celulose (0,45 µm). A atividade de protease foi determinada em triplicata. 

2.5 Padronização dos fatores de influência: substrato indutor, idade do inoculo e pH 

inicial do meio 

Para determinação da influência de substrato indutor, idade do inóculo e pH inicial do 

meio foi realizado um planejamento fatorial completo 24, com 4 pontos centrais (Tabela 1). O 

meio de cultura, o tamanho do inóculo, tempo de incubação e o volume do meio utilizado 

neste experimento foram os padronizados no item anterior. A fermentação foi conduzida a 25 

ºC, 150 rpm. A atividade de protease foi determinada em triplicata. 

Tabela 1. Parâmetros avaliados no planejamento fatorial 24 para otimização da produção de 
proteases pelo cogumelo selecionado 

Parâmetros Nível (-1) Nível (0) Nível (+1) 

Gelatina (%)  0,5 1,0 2,0 
Extrato de levedura (%) 0,2 0,5 1,0 
Idade do inóculo 8 12 16 
pH inicial 6 7 8 

 

2.6 Caracterização das proteases quanto temperatura ótima e pH ótimo e estabilidade 
ao pH e temperatura 

2.6.1 Determinação do efeito do pH e temperatura na atividade de protease 

Para determinar o efeito do pH na atividade das proteases o extrato bruto foi 

adicionado nos seguintes tampões contendo azocaseína 1% (p/v): Solução tampão citrato 0,1 

M  (pH 4-6), solução tampão fosfato 0,1 M (pH 6-8) e solução tampão carbonato-bicarbonato 

de sódio 0,1 M (pH 9-10). As análises foram realizadas por uma hora, a 25 oC, em câmara 
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escura, seguindo-se a determinação da atividade das proteases. O efeito da temperatura na 

atividade proteolítica foi avaliado incubando o extrato enzimático em tampão de pH ótimo 

contendo azocaseína 1% (p/v) nas temperaturas de estudo (30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C), durante 

1 hora, seguindo-se a determinação da atividade das proteases. 

2.6.2 Efeito do pH e temperatura na estabilidade 

Para os ensaios de estabilidade ao pH, os extratos foram diluídos  nos tampões de uso 

durante 24 horas, a 25 °C, seguindo-se da determinação da atividade proteolítica nas 

condições ótimas de pH encontradas. Para a realização do teste de estabilidade à temperatura, 

incubou-se cada extrato enzimático durante 1 h em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 

80 °C), seguindo-se da determinação da atividade proteolítica em condições ótimas de pH e 

temperatura.  

2.7 Efeito de íons metálicos e inibidores 

 

O efeito de íons metálicos [Cloreto de cálcio (CaCl2), Cloreto de potássio (KCl), Cloreto 

de sódio (NaCl), Sulfato de cobre (CuSO4), Sulfato ferroso (FeSO4), Sulfato de magnésio 

(MgSO4) e Sulfato de zinco (ZnSO4)] e de compostos inibidores de protease [EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracético), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), pepstatina e ácido 

iodoacético], na concentração final de 10 mM foi determinado por pré-incubação com o 

extrato bruto durante 1 hora, na temperatura ótima. A atividade enzimática residual foi 

determinada e comparada com o controle que corresponde a 100% de atividade. Todas as 

amostras foram preparadas em triplicata (ALECRIM et al., 2015). 

 

2.8 Aplicações biotecnológicas 

2.8.1 Remoção de manchas 

Para determinar a eficiência da protease na remoção de manchas, tecidos de algodão  

(5 cm x 5 cm)  foram manchados, separadamente, com 100 µL de polpa de açaí, suco de 

couve e suco V8 vegetais®. Os tecidos foram secos, embebidos em formaldeído a 2% e 

lavados com água destilada para remoção do formaldeído. O extrato bruto (2000 µL) foi 

adicionado aos tecidos que foram incubados a 37 ° C. Os controles foram acondicionados sem 

enzima. Após 30 minutos cada pedaço de tecido, incluindo o controle, foi lavado com água 

destilada e seco. Todos os experimentos foram realizados em triplicata (VIJAYALAKSHMI 

et al., 2011). 
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2.8.2 Compatibilidade com detergentes comerciais 

Os detergentes Ace®, Ariel®, Minuano® e Omo® foram diluídos em água destilada, 

na concentração final de 7 mg/mL para simular condições de lavagem. Em seguida, foram 

tratados termicamente a 100 °C por 15 min, para inativar as enzimas que poderiam fazer parte 

da formulação dos detergentes. O extrato bruto foi adicionado na preparação do detergente 

(1:1) e incubado na temperatura ótima por 1 h. A cada 10 minutos foram retiradas amostras 

para determinação da atividade residual, tanto nos tratamentos quanto no controle 

(NASCIMENTO e MARTINS, 2006). 

 

3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) ao nível de 95% de 

significância e médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significância, utilizando-se 

o “Software Minitab® 17.1.0” e “Statistica 8.0” (Statsoft, Inc., 2008, USA). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Seleção da espécie de cogumelo de maior atividade proteolítica 

A produção de proteases é uma característica predominante de vegetais e micro-

organismos, entre estes bactérias e fungos são os mais explorados comercialmente devido à 

facilidade de produção em larga escala, via fermentação (BATRA e WALIA, 2014). Neste 

estudo realizado em 120 horas para selecionar uma espécie produtora de níveis significativos 

de protease, foi determinada a atividade proteolítica nos quatro cogumelos investigados 

(Tabela 2). P. ostreatoroseus foi a espécie que expressou valor significativo de atividade de 

proteases (75,11 U/mL ± 0,77). Em ordem decrescente de atividade, os demais cogumelos 

expressaram os seguintes valores, L. citrinus (51,11 U/mL ± 1,92), A. mixotricha (21,55 

U/mL ± 0,77) e G. lucidum (13,11 U/mL ± 1,54). Dados que mostram a variação dos valores 

de atividade das proteases entre as espécies nas condições experimentais.  

Estudos recentes têm demonstrado que espécies de cogumelos comestíveis, como 

Agaricus bisporus, Armillariella mellea, Grifola frondosa, Lentinus citrinus, Pleurotus 

citrinopileatus, Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju, Flammulina 

vetulipes, Termitomyces albuminosus, também são produtoras de enzimas proteolíticas, o que 

é interessante, visto que os valores medicinais e nutricionais geralmente são os mais 

estudados (CAMPOS et al., 2010; KIRSCH et al., 2013; WANI et al., 2010; ZHENG et al., 

2011; RAVIKUMAR et al., 2012). 
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Ao final da fermentação, o pH do meio variou de fortemente ácido à neutro, com 

particularidade para cada espécie. O pH fortemente e levemente ácido foi registrado nos 

cultivos de G. lucidum (pH 3,5) e, A. mixotricha e P. ostreatoroseus (pH 5,5), 

respectivamente. Somente no cultivo de L. citrinus foi observado o pH neutro (pH 7). 

Segundo Papagianni (2004) e Chen et al. (2014), o pH apresenta efeitos nas reações 

enzimáticas, na solubilidade dos nutrientes presentes no meio e por consequência no 

transporte destes para as células fúngicas. Assim sendo, a secreção de ácidos e a consequente 

redução do pH no meio extracelular também são parâmetros importantes para o conhecimento 

da fisiologia das espécies que se deseja estudar em processos biotecnológicos. 

 

Tabela 2. Atividade de proteases produzidas por cogumelos comestíveis em 50 mL de GYP [(glicose 
2% (p/v) + peptona 1% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v),  pH 7,0], a 150 rpm, durante 120 horas 

Espécies de cogumelos Atividade de 
protease (U/mL) 

pH final 
Extrato bruto 

Auricularia mixotricha DPUA 1695 21,55 ± 0,77 c 5,5 
Ganoderma lucidum DPUA 1694 13,11 ± 1,54 d 3,5 
Lentinus citrinus DPUA 1535 51,11 ± 1,92 b 7,0 
Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 75,11 ± 0,77 a 5,5 

 

4.2 Determinação da influência de diferentes parâmetros na produção de proteases 

Para determinação da influência de diferentes parâmetros na produção de protease P. 

ostreatoroseus foi a espécie selecionada por expressar a maior atividade enzimática. Na tabela 

3 está demonstrada a influência das fontes de carbono e nitrogênio, tamanho do inóculo, 

tempo de fermentação e volume do meio.  Em todos os ensaios realizados houve produção de 

proteases, porém a maior atividade (30,66 ± 0,66), em relação ao controle, foi observada nos 

cultivos em que 5 discos miceliais foram utilizados como inóculo em 40 mL do meio AYG 

[amido 2% (p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v) + gelatina 1% (p/v)], durante sete dias. A 

utilização de 15 discos miceliais influenciou negativamente a produção de protease (6,88 ± 

3,07), provavelmente devido à restrição da taxa de nutrientes no substrato durante o 

crescimento do cogumelo, que reutiliza as proteínas extracelulares para prolongar seu 

crescimento (PAPAGIANNI 2004; THANAPIMMENTHA et al., 2012).  

Estudos mostram que a eficácia do processo de produção de proteases está 

intimamente relacionada às características de crescimento e fisiologia do micro-organismo 

utilizado na fermentação. Diferentes fontes de carbono e nitrogênio e fatores físicos, tais 

como aeração, tamanho e idade do inóculo, tempo de incubação e pH influenciam no 

desenvolvimento do micélio, na formação de metabólitos primários e na absorção de 
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nutrientes (ANBU et al., 2009; BACH et al., 2012). Segundo Griffin (1996) dois tipos de 

inóculo podem ser utilizados na fermentação submersa para produção de metabólitos por 

fungos, como concentração de esporos e fragmentos de hifa. No entanto o mais importante é a 

padronização do inóculo para que este esteja no mesmo estado fisiológico e possua a mesma 

viabilidade. 

Tabela 3. Influência de diferentes fontes de carbono e nitrogênio, tamanho do inóculo, tempo de 
fermentação e volume do meio na produção de proteases por P. ostreatoroseus 

Parâmetros  
Meio de fermentação 

Atividade  
de protease (U/mL) 

Amido+Gelatina I5T7V40 30,66 ± 0,66 a 

Amido+Sulfato de Amônio I5 T7V60 26,22 ± 0,38 b 
Sacarose+Gelatina I5T7 V60  26,22 ± 0,38 b 

Sacarose +Gelatina I5T3V40 19,77 ± 3,07 c 

Sacarose+GelatinaI15T7V40 17,55 ± 1,54c d 

Sacarose+GelatinaI15T7V40 26,66 ± 1,15a b 
Sacarose+Sulfato de AmônioI5T3V40 17,33 ± 1,15 c d e 
Sacarose+GelatinaI15T3V40 17,11 ± 0,38c d e 

Amido+GelatinaI5T7V60 15,55 ± 1,92 c d e f  
Amido+GelatinaI5T3V40 13,77 ± 0,77d e f g 
Amido+GelatinaI15T3V40 13,77 ± 0,77d e f g 
Amido+Sulfato de AmônioI5T3V60 13,55 ± 0,38d e f g 

Amido+Sulfato de AmônioI15T7V40 13,55 ± 1,54d e f g 
Sacarose+Sulfato de AmônioI5T3V60 13,55 ± 0,38d e f g 
Amido+Sulfato de AmônioI15T3V40 13,11 ± 1,54 e f g 

Sacarose+GelatinaI15T3V60 12,66 ± 0,66f g h i 

Glicose+PeptonaI10T5V50 12,38 ± 1,69 f g 

Amido+GelatinaI5T3V60 10,44 ± 1,92g h i j 

Amido+GelatinaI15T3V60 10,22 ± 1,01g h i j 

Amido+Sulfato de AmônioI15T3V60 8,44 ± 0,77i j k  

Amido+Sulfato de AmônioI5T3V40 8,44 ± 1,92h i j k 

Sacarose+Sulfato de AmônioI5T7V60 8,22 ± 1,54 j k l 

Sacarose+GelatinaI5T3V60 7,77 ± 0,38j k l 
Amido+Sulfato de Amônio I5T7V40 7,11 ± 0,38 j k l m  

Amido+GelatinaI15T7V40 6,88 ± 3,07 j k l m 
Sacarose+Sulfato de AmônioI15T3V60 6,44 ± 1,92 j k l m 
Sacarose+Sulfato de AmônioI5T7V40 6,22 ± 0,38 j k l m 
Sacarose+GelatinaI15T7V60 6,22 ± 0,77 j k l m 
Sacarose+Sulfato de AmônioI15T3V40 5,55 ± 0,77 k l m 
Sacarose+Sulfato de AmônioI15T7V40 4,22 ± 0,38 k l m n 
Sacarose+Sulfato de AmônioI15T7V60 4,00 ± 1,15 l m n 
Amido+GelatinaI15T7V60 2,88 ± 0,77 m n 
Amido+Sulfato de Amônio I15T7V60 0,89 ± 0,38 n 

Médias seguidas pelas mesmas letras não se diferenciam uma da outra pelo Teste de Tukey (< 0.05)/(±) – 
I=tamanho do inóculo; T=tempo de fermentação;V=volume do meio. 

A partir da determinação da influência de diferentes parâmetros na produção de 

proteases por P. ostreatoroseus, foi utilizado um planejamento fatorial 24 para investigar as 

variáveis, a forma de interação entre estas, assim como determinar os parâmetros que 
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otimizem os resultados no bioprocesso. Neste experimento a atividade proteolítica foi 

determinada em todas as condições de fermentação (Tabela 4). A máxima atividade (26,44 

U/mL) foi verificada no ensaio 14 contendo amido 2% (p/v) + gelatina 0,5% (p/v) + extrato 

de levedura 1% (p/v), pH 8 e inóculo com 16 dias de cultivo. 

Tabela 4. Matriz do planejamento 24 utilizada para identificação da concentração de gelatina, extrato 
de levedura, idade ideal do inóculo e pH inicial do meio na produção de protease por P. ostreatoroseus 

Ensaios Idade do 
inóculo 
(dias) 

Extrato de 
levedura  
% (p/v) 

Gelatina  
% (p/v) 

pH inicial pH final 
(Extrato 
bruto) 

Atividade 
de protease 
(U/mL) 

1 8 0,2 0,5 6 6,5 3,11 
2 8 0,2 0,5 8 7,5 2,88 
3 8 0,2 2,0 6 6,5 4,44 
4 8 0,2 2,0 8 7,0 4,22 
5 8 1,0 0,5 6 6,5 7,77 
6 8 1,0 0,5 8 8 10,22 
7 8 1,0 2,0 6 6,5 8,88 
8 8 1,0 2,0 8 7,5 7,33 
9 16 0,2 0,5 6 7,5 9,33 
10 16 0,2 0,5 8 7,5 6,44 
11 16 0,2 2,0 6 6,0 24,22 
12 16 0,2 2,0 8 7,0 10,44 
13 16 1,0 0,5 6 6,0 19,55 
14 16 1,0 0,5 8 8,0 26,44 
15 16 1,0 2,0 6 8,0 12,44 
16 16 1,0 2,0 8 7,5 14,66 
17 12 0,5 1,0 7 7,0 16,66 
18 12 0,5 1,0 7 7,5 16,66 
19 12 0,5 1,0 7 7,5 16,66 
20 12 0,5 1,0 7 7,0 16,66 
 

No diagrama de Pareto (Figura 1) os dados mostram que a idade do inóculo, quando 

analisada separadamente, foi a única variável que influenciou significativamente na produção 

de proteases. O aumento da atividade foi diretamente proporcional ao aumento da idade da 

cultura inóculo. Este resultado difere do encontrado por Maldonado et al. (2014) e Kumar et 

al. (2012) com Geotrichum candidum e Aspergillus tamerii, respectivamente, onde a menor 

idade do inóculo promoveu maior quantitativo enzimático. O controle deste parâmetro na 

fermentação é importante para indução e produção de enzimas, pois o tempo de 

desenvolvimento celular é altamente variável dependendo das características genéticas do 

micro-organismo utilizado e das condições de incubação (LEZZAR et al., 2014).  

Além disso, a interação entre as variáveis, concentração de gelatina, do extrato de 

levedura, idade do inóculo e pH inicial do meio de fermentação, não foi significativa. Assim, 

a mudança destes parâmetros pode contribuir para a adequação do bioprocesso e aumento da 

produção das enzimas.  
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Figura 1. Diagrama de Pareto para efeitos estimados das variáveis (1) Idade do inóculo, (2) Extrato de 

levedura % (p/v), (3) Gelatina % (p/v) e (4) pH inicial na produção de proteases por P. ostreatoroseus 

4.4 Caracterização parcial das enzimas proteolíticas 

4.4.1 pH ótimo e temperatura ótima na atividade de protease 

O efeito do pH na atividade enzimática foi avaliado na faixa de pH entre 4 e 10 

(Figura 2A). Em pH ácido as proteases de P. ostreatoroseus apresentaram 49 a 58% de 

atividade enzimática. A atividade ótima foi determinada em pH 7. Em pH  7 a 9 a atividade 

enzimática foi reduzida até 49%, já em pH 10 houve diminuição de 42%. A presença de mais 

de um pico nas atividades de pH pode indicar a existência de outra protease no extrato bruto 

(MERHEB-DINI et al., 2010).  

Nos estudos realizados por Fonseca et al. (2014)  quando P. ostreatoroseus foi 

submetido a fermentação semi-sólida, o pH de atividade ótima das proteases foi 6,0, a 8,0. De 

acordo com Jisha et al. (2013) proteases com pH ótimo 5 a 8 tem aplicação em diversos 

segmentos industriais, inclusive na formulação de detergente. No entanto, outros parâmetros 

precisam ser avaliados, como atividade ótima em temperaturas de lavagem, estabilidade e 

compatibilidade com os componentes do detergente, além da eficiência na remoção de 

manchas. 
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O efeito da temperatura na atividade da enzima foi determinado entre 30 a 80 °C, com 

intervalo de 10 °C (Figura 2B). Nestas condições, as enzimas de P. ostreatoroseus 

demonstraram atividade ótima a 50° C, seguido de decréscimo, até a completa inativação a 80 

°C. Em temperaturas elevadas, as enzimas sofrem desnaturação protéica, pois as ligações 

intramoleculares são afetadas (AHMED et al., 2011, ALI et al., 2014). Estes resultados estão 

de acordo com Cui et al. (2007), Guan et al. (2011) e Zhang et al. (2010) em que a 

temperatura ótima das proteases de Pleurotus citrinopileatus, Pholiota nameko e Hypsizigus 

marmoreus, foi determinada a 50 °C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2Estabilidade ao pH e temperatura 

A estabilidade ao pH e temperatura é um parâmetro importante na utilização de 

enzimas em indústrias pois determina a viabilidade econômica do processo (EIJSINK et al., 

2004; MORETTI et al., 2012). A estabilidade ao pH foi mantida entre pH 7 e 9, com 97% de 

atividade por 1 hora, com redução de atividade em pH 10 (Figura 3A). Em intervalo de tempo 

similar, a estabilidade térmica destas enzimas foi mantida entre 30 a 50 °C, exibindo 49 a 

66% de atividade relativa, respectivamente. Em 70 °C foi verificada a inativação das enzimas, 

contudo a 80 °C houve retenção de 33% (Figura 3B). Proteases produzidas por Cryptococcus 

sp. também apresentaram estabilidade por 1 hora, até 50 °C (RAO et al., 2011). De acordo 

com Cheng et al. (2012) a termoestabilidade de proteínas de cogumelos comestíveis pode 

variar. 
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Figura 2. Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade de proteases produzida por P. ostreatoroseus 
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4.5 Efeitos de íons metálicos e inibidores 

Os resultados do efeito de inibidores sobre atividade das proteases apresentados na 

tabela 5 demonstram que as enzimas foram inibidas em 33% por EDTA e PMSF e em 23% 

por ácido iodoacético, sugerindo a presença de metalo-proteases, serino-proteases e cisteino-

proteases no extrato bruto de P. ostreatoroseus, respectivamente. Estudos têm reportado a 

presença de diferentes classes de proteases em cogumelos. Sabotič et al. (2007) cita a 

presença de cisteino-proteases e metalo-proteases em P. ostreatus. Lebedeva et al. (2009) e  

Zhang et al. (2010) verificaram a inibição da atividade proteolítica de P. ostreatus (Fr.) 

Kumm e Hypsizigus marmoreus ao utilizar PMSF, sugerindo a presença de serino-proteases.  

Na presença de íons metálicos a 10 mM, a maior redução da atividade enzimática foi 

verificada utilizando K+. Em condições similares, Ca2+,Na+, Cu2+, Mg2+e Zn2+ exerceram 

pouca influência na atividade enzimática. Na presença de Fe2+ a atividade proteolítica de P. 

ostreatoroseus foi potencializada. Efeitos semelhantes foram obtidos por Lakshman et al. 

(2010) com Monascus pilosus, onde K+ teve efeito inibidor na atividade de protease. Estudos 

feitos por Sun et al. (2014) e Zhang et al. (2010) com Rhizopus microsporus var. 

rhizopodiformis e Hypsizigus marmoreus, respectivamente, mostram aumento na atividade 

enzimática quando utilizado Fe2+.  
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Figura 3. Estabilidade ao pH (A) e a temperatura (B) na atividade de proteases produzida por P. 

ostreatoroseus 
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Tabela 5. Efeito de íons e substâncias na atividade de protease 

Inibidores Atividade Relativa 
(%) 

Íons (10 mM)  
Controle 100 
CaCl2 75.50 
KCl 66.0 
NaCl 73.30 
CuSO4 77.70 
FeSO4 135.50 
MgSO4 84.40 
ZnSO4 75.50 
Substâncias  
EDTA (10mM) 66,70 
PMSF (10mM) 66,70 
Ácidoiodoacético (10mM) 76,70 
Pepstatina (1mM) 93,30 

 

4.6 Aplicações biotecnológicas 
4.6.1 Remoção de manchas 

A eficiência na retirada das manchas dos tecidos pelas proteases foi observada 

somente nos tratamentos utilizando suco de açaí (Euterpe Oleracea Mart.) (Figura 4). Este 

resultado está associado à presença de proteínas no suco (PORTINHO et al., 2012). Quando 

utilizado suco de couve e suco V8 vegetais® as proteases se mostraram ineficazes na retirada 

das manchas, devido ao seu baixo teor proteico (FEIBER E CAETANO 2012). Por serem 

eficientes na remoção de manchas em tecidos, as proteases de P. ostreatoroseus 

provavelmente podem ser utilizadas como aditivos em detergentes comerciais. 

 

 

 

Figura 4. Eficiência da protease de P. ostreatoroseus na remoção de manchas de suco de açaí (Euterpe 

Oleracea Mart.) 

 
4.6.2 Compatibilidade com detergente comercial 

A atividade e compatibilidade das proteases produzidas por P. ostreatoroseus com 

detergentes comerciais está demonstrada na figura 5 A, B, C e D. No detergente Minuano® a 

Mancha + Água  Mancha + Extrato bruto  
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atividade proteolítica foi retida 94 a 98% até 30 minutos a 50 ° C (Figura 5C). Os detergentes 

que causaram maior instabilidade na atividade da protease foram Ace®, Ariel® e Omo®. De 

acordo com Singhal (2012) e Niyonzima e More (2015) a estabilidade das enzimas utilizadas 

em detergentes é influenciada pela presença de agentes surfactantes e oxidantes, além do pH e 

temperatura. Portanto, a perda parcial da atividade de protease em alguns detergentes pode ser 

atribuída ao efeito inibitório de seus componentes. Deste modo, a instabilidade das enzimas 

pode ser corrigida pela adição de cálcio e inibidores reversíveis, como a glicina que evita sua 

autólise. A ação das enzimas na remoção de manchas promove economia de energia elétrica e 

manutenção da qualidade dos tecidos (NASCIMENTO e MARTINS, 2006; NIRMAL e 

LAXMAN, 2014). 
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Figura 5. Compatibilidade e estabilidade de protease produzida por P. ostreatoroseus com detergentes 
comerciais. Os detergentes estudados foram: A) Ace®; B) Ariel®; C) Minuano® e D) Omo®. 
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5.  CONCLUSÕES 

Os dados obtidos mostraram que A. mixotricha, G. lucidum, L. citrinus e P. 

ostreatoroseus sintetizaram e excretaram proteases e destas, P. ostreatoroseus foi a espécie 

que expressou quantidade significativa de enzimas que são influenciadas por mecanismos 

regulatórios físicos e químicos. As proteases predominantes no extrato bruto foram as neutras, 

metalo-proteases, cisteíno-proteases e serino-proteases, estimuladas por íons Fe2+e inibidas 

por K+, são estáveis em alta temperatura e pH neutro. Além disso, se mostraram eficazes na 

remoção de mancha proteica e compatíveis com certos detergentes comerciais, característica 

que proporciona a utilização como aditivos na indústria. 
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6.  CONCLUSÃO GERAL 

Com os resultados deste estudo, conclui-se que: 

 Os cogumelos estudados, A. mixotricha, G. lucidum, L. citrinus e P. ostreatoroseus, são 
produtores de proteases; 
 

 P. ostreatoroseus foi a espécie que expressou níveis significativos de enzimas que são 
influenciadas por parâmetros químicos e físicos; 

 
 As proteases apresentaram atividade ótima e pH 7 a 50 oC e estabilidade entre pH 7 a 9 e 

30 a 50 oC; 
 

 Foram identificadas no extrato bruto metalo-proteases, cisteíno-proteases e serino-
proteases; 

 
 As enzimas proteolíticas presentes no extrato bruto foram estimuladas por ions Fe2+e 

inibidas por íons K+; 
 

 Nas condições experimentais, as enzimas foram eficazes na remoção de mancha de açaí 
(Euterpe Oleracea Mart.) e compatíveis com detergente comercial Minuano®, podendo 
provavelmente ser utilizadas como aditivos na indústria. 
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