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RESUMO

Proteases sdo enzimas comercialmente importantes e dentre as fontes desses biocatalizadores
estdo os basidiomicetos. A utilizacdo destas nos diferentes segmentos industriais € o fator
essencial que contribui para busca de proteases com novas propriedades. O objetivo deste
trabalho foi investigar a atividade proteolitica de quatro espécies de cogumelos da Colecao de
Cultura DPUA para avaliar mecanismos regulatérios da espécie produtora de altos niveis de
protease para aplicacdo industrial. Auricularia mixotricha DPUA 1695, Ganoderma lucidum
DPUA 1694, Lentinus citrinus DPUA 1693 e Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 foram
investigados quanto a producdo de proteases em meio GYP [(glicose 2% (p/v) + peptona 1%
(p/v) + extrato de levedura 0,5% (p/v)]. Na determinacdo da influéncia de diferentes
parametros na sintese enzimaética, fontes de carbono, nitrogénio, tamanho do indculo, tempo
de cultivo e volume do meio foram estudados. Para verificacdo da influéncia de substrato
indutor (gelatina e extrato de levedura), idade do in6culo e pH inicial foi realizado um
planejamento fatorial completo 2%, com 4 pontos centrais. Na determinacdo do pH 6timo,
solucdes tampdo 0,1 M foram utilizadas: citrato (pH 4-6), fosfato ( pH 6-8) e carbonato-
bicarbonato de soédio (pH 9-10). O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi avaliado
nas temperaturas 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. O efeito de fons metdlicos e inibidores foi
determinado utilizando CaCl,, KCI, NaCl, CuSQOy, FeSO,4, MgSO4 e ZnSO4, EDTA, PMSF,
pepstatina e dcido iodoacético. A efici€ncia da protease na remog¢do de manchas foi realizada
utilizando tecidos de algodao manchados com polpa de acai, 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 enzimético, sendo a espécie selecionada para determinacdo da influéncia
de diferentes parametros na sintese enzimdtica. A maior producdo de protease foi verificada
utilizando 5 discos miceliais como inéculo 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 maxima 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 in6culo com 16 dias de cultivo. As
proteases apresentaram atividade maxima em pH 7,0 a 50 °C, sendo estéveis por 1h entre pH
7 a9 e de 30 a 50 °C. fons Fe’" estimularam a atividade, enquanto ions K", EDTA, PMSF e
acido iodoacético inibiram, indicando ser metalo, serino e cisteino-proteases. O extrato bruto
foi eficaz na remog¢do de mancha de acai e apresentou compatiblidade com Minuano®. As
caracteristicas destas enzimas como pH e temperatura 6tima, compatibilidade e estabilidade,
permitem sua utilizacdo como aditivos na industria de detergentes.

Palavras chave: basidiomicetos; enzimas; fermentacao submersa.



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 2* 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 °C; and the effect
of inhibitors was made using CaCl,, 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
% (wlv) 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 °C. They were stable for 1 hour between pH 7.0 and 9.0
and for 30 minutes at 50 °C. 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. INTRODUCAO GERAL

Em meio as vérias enzimas comercializadas, as proteases apresentam caracteristicas
Unicas, em termo de mecanismo catalitico e especificidade do substrato, atuando na hidrélise
de proteinas. Estes biocatalisadores somam 65% do total de vendas e podem ser utilizados em
diversos setores industriais como, processamento de alimentos e bebidas, formulagdo de
detergentes, produ¢do de medicamentos e fabricac@o de papel (SANTOS e SATO, 2009; YIN
et al., 2014; KUMMARI e PRASAD, 2015).

Dentre a variedade de aplicagdes das enzimas proteoliticas no mercado industrial, sdo
mais utilizadas como aditivos de detergentes, substituindo catalisadores quimicos que causam
polui¢do ambiental (PUNDIR et al., 2012; NIYONZIMA e MORE, 2013). Atuam na hidrdlise
de manchas protéicas, como sangue e outros fluidos corporais. A utilizacdo de proteases na
inddstria de detergentes depende da atividade enzimdtica em pH que varia de neutro a
alcalino, além de suportarem temperaturas de lavagem (ZAMBARE et al., 2014).

As enzimas proteoliticas t€ém sido produzidas por fermentacdo submersa, um processo em
que bactérias, leveduras ou fungos filamentosos crescem em um determinado meio liquido,
padronizado para fornecer condi¢des ideais para o crescimento e producdo das enzimas
desejadas. O cultivo submerso oferece uma série de vantagens, como facilidade de cultivo,
crescimento dos micro-organismos em condicdes controladas de temperatura e pH, além da
facil recuperagdo das enzimas excretadas no meio (COUTO e SANROMAN, 2006;
FEITOSA, 2009).

Cogumelos sdo macrofungos que possuem propriedade nutricional, considerados uma
especiaria nobre na culindria. Muitas espécies sdo fontes de compostos bioativos com
propriedade medicinal, antimicrobiana, antioxidante, além de polissacarideos, vitaminas e
enzimas (BASKAR et al., 2011; ORSINE et al., 2012; ALI et al., 2013). A diversidade de
cogumelos produtores de enzimas estd estimulando a identificagdo e producdo de proteases
apropriadas para uso em processos industriais especificos (CAMPOS et al., 2011; RAMOS et
al., 2011). A utilizagdo de cogumelos em bioprocessos vem ganhando espago por
necessitarem de teores reduzidos de nutrientes para crescimento, excelente adaptacdo em
meios naturais ou sintéticos, além de técnicas faceis de cultivo (ORSINE et al., 2012;
MANZUR et al., 2014).

Considerando a diversidade de basidiomicetos produtores de proteases da Colecdo de
Culturas DPUA e a utilizacdo destas enzimas nos diferentes segmentos industriais, estudos
sd0 necessdrios para padronizacdo de condicdes adequadas de producdo de proteases com

novas propriedades.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Enzimas proteoliticas

Em meados do século XX, as enzimas comecaram a ser comercializadas para a
utilizagdo em processos industriais. Dentre a variedade de reagcdes que as enzimas participam,
a protedlise causa a modificacdo das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas originais das
proteinas, sendo um processo essencial para o ser humano, por ser responsavel pelo
catabolismo de proteinas, coagulacdo do sangue, entre outras fungdes fisioldgicas e também
para as industrias que necessitam da digestdao protéica (CAMPOS et al., 2011; SUGANTHI et
al., 2013).

As proteases ganharam um grande espago nos diversos setores produtivos, ocupando
hoje 65% do mercado mundial. Essas enzimas substituem catalisadores quimicos nas
inddstrias téxteis, farmacéuticas, de detergentes, de alimentos e bebidas e de recuperacao de

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

2.2 Classificacao e aplicacao industrial das proteases

A Enzyme Commision (EC) posiciona as proteases no grupo 3 (hidrolases) e sub-grupo
4 (hidrolisam ligacdes peptidicas), familia EC 3.4. Tais enzimas podem ser divididas em dois
grupos principais, dependendo da posicao da ligacao peptidica clivada.

As exopeptidases caracterizam-se por hidrolisarem ligacdes peptidicas a partir das
extremidades aminoterminal e carboxiterminal do substrato, j4 as endopeptidases atuam na
clivagem interna da cadeia polipeptidica. As endopeptidades se classificam de acordo com o
aminodcido presente no seu sitio ativo e podem ser subdivididas em serina (EC 3.4.21),
cisteina (EC 3.4.22), aspartico (EC 3.4.23) e metalo-protease (EC 3.4.24) (NC-IUBMB, 2011;
HSIAO et al., 2014).

Além da classificacdo tradicional, as proteases podem também ser agrupadas de
acordo com a faixa de pH no qual expressam sua maior atividade (RAI e MUKHERIJEE,
2009; SINGHAL et al., 2012).

As proteases dcidas sdo representadas principalmente pelas aspartico-proteases e tem
sua melhor atividade em pH entre 2,0 e 6,0. Geralmente sdao produzidas por micro-
organismos, sendo utilizadas na fabricacdo de queijos, no amaciamento de carnes, cereais €
bebidas (WISEMAN, 1991).

As proteases neutras sdo representadas pelas cisteino-proteases, metalo-proteases e
algumas serino-proteases. Geralmente proteases bacterianas expressam maior atividade em

uma faixa de pH de 5-8 e fungicas em pH 7, podendo entdo ser utilizadas na industria de
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detergente e alimenticia (RAO et al.,1998; JISHA et al.,, 2013). Possuem um papel de
destaque na fabricacdo de alimentos porque catalisam a hidrélise de uma ligacdo especifica
em um determinado aminoacido, melhorando o sabor, o aroma, a textura, a funcionalidade e a
qualidade nutricional (AHMED et al., 2010; INACIO et al., 2015).

As proteases alcalinas s@o representadas principalmente pelas serino-proteases, sao
conhecidas por constituirem 60 a 65% do mercado industrial de proteases e tem uma faixa
6tima de pH de 8,0 a 11,0. Possuem uma vasta gama de aplicacdes, como recuperacdo de
prata de raio-x, fabricacdo de medicamentos, industria téxtil, e formulacdo de detergentes

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

2.2.1 Utilizacao na industria de detergentes

Dentre as aplicagdes no mercado industrial, as proteases sio mais utilizadas como
aditivos de detergentes, o que corresponde a 42% do mercado. Sdo empregadas na retirada de
residuos protéicos como manchas de alimentos e secrecdes corporais, permitindo a
substituicdo de produtos toxicos que agridem o meio ambiente, além de aumentar a eficdcia
da lavagem, manter a cor dos tecidos e economizar energia e dgua (PUNDIR et al., 2012;
NIYONZIMA e MORE, 2013).

A adi¢do de enzimas proteoliticas na formulacdo de detergentes depende de uma série
de fatores como maior atividade em pH neutro a alcalino (7-11) e em ampla faixa de
temperatura, forca idnica e estabilidade na presenca de agentes oxidantes e surfactantes

(ZAMBARE et al., 2014).

2.3 Fontes de proteases

As proteases sdo amplamente distribuidas na natureza. Segundo Raj et al. (2012) e
Mushtaq et al. (2015) sdo fontes de proteases, os vegetais, animais € um grande nimero de
micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Tradicionalmente, as enzimas mais estudadas sdo aquelas de origem animal e vegetal,
porém ha alguns anos a produ¢do de enzimas por micro-organismos vem ganhando relevancia
industrial, j4 que as extraidas de plantas e de animais ndo atendem a demanda comercial
(ZAMBARE et al., 2014; MUSHTAQ et al., 2014).

A producdo industrial de proteases por micro-organismos € beneficiada pela grande
diversidade genética e facil manipulacdo, por necessitarem de um espaco curto de tempo para
producdo por fermentagdo submersa ou fermentacdo semi-sdlida em condigdes controladas,
além da fécil recuperacdo das enzimas secretadas (SANKARALINGAM et al., 2012;

CASTRO e SATO, 2014).
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Dentre os fungos fontes de proteases, os filamentosos estdo sendo bastante estudados
no que diz respeito a producdo de enzimas industriais devido a sua capacidade de crescer
facilmente em substratos organicos e produzir uma vasta gama de enzimas extracelulares.
Entre as muitas vantagens oferecidas pela produ¢do de enzimas por fungos estdo: baixo custo
de materiais e elevada e rdpida produtividade (SILVA et al., 2009; VISHWANATHA et al.,
2010).

2.4 Cogumelos comestiveis como fontes de proteases

Cogumelos comestiveis sdo macrofungos pertencentes ao Reino Fungi, Filo
Basidiomycota, morfologicamente complexos, exibindo formas estruturais diferentes durante
todo seu ciclo de vida. Tem como caracteristica morfolégica, o micélio que apds um periodo
de crescimento em condig¢des favordveis, produz uma estrutura denominada pileo, comumente
chamado de corpos de frutificacdo 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 estdo distribuidas em diferentes tipos de ambientes
e podem ser parasitas, micorrizicos e na maioria das vezes saprébios, decompositores de
substratos organicos (ERJAVEC et al., 2012).

Consumidos no Oriente desde a antiguidade, sdo alimentos quase completos, ricos em
proteinas, sais minerais, ferro, vitaminas B1 e B2, célcio, além de apresentarem baixos teores
de gordura e carboidratos. Além disso, apresentam potencial farmacolégico como,
imunoestimulante, antitumoral, hipoglicémico e como suplemento nutricional (XU et al.,
2011; ZHANG et al., 2014; DULAY et al., 2015).

Os cogumelos ndo s6 fornecem alto valor nutritivo, mas também, sdo capazes de
produzir metabdlitos secundéarios e enzimas que podem ser utilizadas em varios segmentos
industriais (RAMOS et al., 2011).

H4 uma variedade de enzimas potencialmente comerciais produzidas por
basidiomicetos, inclusive proteases. Durante o crescimento in vitro do micélio as enzimas sao
liberadas no meio de fermentacdo pelo cogumelo para degradar os materiais insoliveis em
moléculas simples e soliveis, que sdo posteriormente utilizadas para nutri¢do intracelular. A
vantagem de se obter proteases de cogumelos comestiveis € que sdo fungos de facil acesso,
crescem in vitro, nao sao toxicos e o micélio pode ser facilmente removido do substrato
obtido por fermentacio em meio liquido (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 género Auricularia sio geralmente comestiveis e muito utilizadas na
medicina pelos povos orientais, como Auricularia politricha e Auricularia
auricula-judae,. Tém sido cultivadas em regides tropicais e subtropicais e podem ser
encontradas no Brasil. Seus basidiomas sdo facilmente reconheciveis pela sua consisténcia
gelatinosa IRAWATI et al., 2012).

Auricularia mixotricha (Figura 1A) pertence a Classe Badiomycetes, subclasse
Phragmobasidiomycetidae, Ordem Auriculariales e Familia Auriculariaceae (GUERRERO e

HOMRICH, 1999).

2.4.1.2 Ganoderma lucidum

Ganoderma é um género de cogumelos decompositores de madeira que possuem
corpo de frutificacdo rigido, possuindo mais de 300 espécies relatadas. Devido sua
consisténcia sdo pouco utilizados na alimentacdo (BABY et al., 2015).

Ganoderma lucidum (Figura 1B), um cogumelo pertencente a classe de
Homobasidiomycetes, Ordem Ganodermatales (Polyporales), Familia Ganodermataceae
(Polyporaceae), estd bem representado nos tropicos, ocorrendo em diversos ecossistemas
brasileiros (GUGLIOTTA et al., 2011; JUNIOR et al., 2011). Em funcdo dos compostos
bioativos produzidos por esta espécie vém sendo utilizado na medicina oriental hd mais de
2000 anos (YANG et al., 2013). A espécie caracteriza-se por ser brilhante, como se fossem

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

longo (GUERRERO e HOMRICH, 1999).

2.4.1.3 Lentinus citrinus

O género Lentinus possui como caracteristicas morfoldgicas estipe sempre presente,
central ou excéntrico, pileo 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, Familia
Lentinaceae (Polyporaceae) é citado como cogumelo comestivel, produtor de proteases em
meio natural e sintético e pode ser encontrado em regides tropicais e subtropicais (PUTZKE,

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

Pleurotus é um género importante de Basidiomicetos, onde a maioria das espécies
conhecidas, P. citrinopileatus, P. pulmonarius, P. eryngii, P. florida, P. ostreatus, P.
ostreatoroseus, sao comestiveis e varias delas cultivadas (PUTZKE, 2002; TELLEZ-
TELLEZ et al., 2013). Possuem também propriedades terapéuticas como antimicrobianos,
antivirais, antitumorais e antioxidantes (PATEL et al., 2012).

Sdo caracteristicas comuns ao género: superficie lisa, pileo carnoso, as vezes
membrandceo e ndo pigmentado. O estipe é geralmente central, excéntrico ou lateral e
raramente ausente. Quando pigmentado, possuem tons de cinza, verde, vermelho, lilds ou
rosa, por exemplo, a coloragdo tipica de P. ostreatoroseus. Pleurotus ostreatoroseus (Figura

1D) pertence a ordem Agaricales, Familia Pleurotaceae (Polyporaceae) (PEREIRA e
PUTZKE, 1989).

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

Fonte: Herbério Micoldgico Jair Putzke

2.5 Fermentacao submersa

Dentre os bioprocessos, a fermentacdo submersa é uma técnica que utiliza meio
nutriente liquido para cultivar determinados tipos de micro-organismos. E bastante eficaz na
producdo de proteases em escala industrial, pois além da facilidade de cultivo, as enzimas de
interesse sdo facilmente recuperadas por serem extracelulares, ou seja, 0s 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 eficdcia do processo de producdo de proteases
depende diretamente das condi¢des de cultivo. Parametros nutricionais, como fontes de
carbono e nitrogénio, bem como suas concentragdes, devem ser medidos e controlados para

otimizar o processo de fermentacdo, j4 que sdo os principais constituintes de um meio de
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cultivo. A avaliac@o do teor e da qualidade dos nutrientes do meio pode ser uma alternativa
para manter um equilibrio entre os varios compostos presentes, minimizando assim a
quantidade de componentes ndo utilizados ao fim da fermentacdio (KUMAR e TAKAG]I,
1999; PATRICK et al., 2011). Diferentes espécies de micro-organismos possuem distintas
preferéncias em relacdo as fontes de carbono e nitrogénio para o crescimento e producdo de
enzimas. A resposta das células microbianas aos diferentes indutores enziméticos varia
dependendo, por exemplo, da concentracdo e tipo, ou pela presenca de glicose ou outros
acucares no meio (AGUIAR e MENEZES, 2000; SHAMPA et al. 2009).

Fatores fisicos também influenciam diretamente na taxa de crescimento dos micro-
organismos e consequentemente na producdo de enzimas. Prasad e Raju (2013) citam que
todos os micro-organismos sio sensiveis a concentracio de fons H" no meio, pois influenciam
0s processos enzimaticos e transporte celular intermembranar, existindo uma faixa de pH em
que o crescimento e a producao enzimdtica € maxima. Segundo Aikat e Bhattacharyya (2000)
e Maldonado et al. (2014), a idade e tamanho do inéculo podem variar em fun¢do da espécie e
dos nutrientes utilizados. J4 a aeracdo influencia significativamente no crescimento de
bactérias e fungos e consequentemente na formacgdo de produtos metabdlicos, se as reacdes
enzimaticas forem dependentes de oxigénio. Portanto todos os parametros 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 produgdo de protease por espécies de cogumelos da Colecdo de Cultura

DPUA e caracterizar a enzima para aplicacao industrial.

3.2 Especificos

e Avaliar a produ¢do de enzimas proteoliticas de quatro espécies de cogumelos para

selecionar a que expressar maior atividade enzimética para uso industrial.

e Investigar a influéncia de parametros quimicos e fisicos na producio de proteases pela

espécie selecionada.

e (Caracterizar as proteases da espécie selecionada quanto a temperatura e pH 6timo e

estabilidade a temperatura e pH.

e Verificar a viabilidade da aplicacdo do extrato enzimdtico bruto na retirada de mancha e

compatibilidade com detergente comercial.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Cultivo dos cogumelos

A. mixotricha DPUA 1695, G. lucidum DPUA 1694, L. citrinus DPUA 1535, P.
ostreatoroseus DPUA 1720, preservados sob 6leo mineral, foram cedidas pela Colecao de
Cultura DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. As culturas foram
subcultivadas em dgar 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 °C, sem luz, por doze

dias.

4.2 Fermentacao submersa

A produgdo das enzimas proteoliticas pelos cogumelos foi realizada por fermentacao
submersa. Para producdo 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 (@=10 mm) retirados dos cultivos em
BDA+YE. A fermentag¢do foi conduzida a 25 °C, 150 rpm. Apés cinco dias a biomassa
micelial foi separada do sobrenadante por filtracio a vacuo e o extrato bruto filtrado em
membrana de acetato de celulose (0,45 um). Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.3 Determinacao da atividade de protease — Selecao do cogumelo

Na determinagdo da atividade das proteases, 150 pL do extrato bruto foi adicionado
em 250 uL de azocaseina 1% (p/v), em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. A mistura reacional
foi incubada a 25 °C, em camara escura. Apds uma hora a reagado foi interrompida pela adi¢ao
de 1,2 mL de acido tricloroacético 10% (p/v). Do sobrenadante foi transferido 800 uL para
1,4 mL de hidréxido de sédio 1 M. Todos os experimentos, incluindo o branco, foram
realizados em triplicata.

Uma unidade de atividade proteolitica foi definida, segundo Leighton (1973)
modificado, como a quantidade de enzimas capaz de produzir um aumento na absorvancia de

0,01 em uma hora, a 440 nm.

4.4 Determinacao da influéncia de diferentes parametros na produc¢ao de proteases pelo
cogumelo selecionado

Na determinacao da influéncia de fonte de carbono, nitrogénio, tempo de fermentacio

e volume do meio de cultura, a glicose do meio base (GYP) foi substituida por amido e
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sacarose 2% (p/v) e, a peptona por gelatina e sulfato de amoénio 1% (p/v). Em todas as
formulacdes foi adicionado extrato de levedura 0,5% (p/v). Os meios liquidos preparados
foram: 1) Amido + extrato de levedura + gelatina (AYG); 2) Amido + extrato de levedura +
sulfato de amodnio (AYSa); 3) Sacarose + extrato de levedura + gelatina (SYG); 4) Sacarose +
extrato de levedura + sulfato de aménio (SYSa). Em cada frasco de Erlenmeyer foi
adicionado 40 ou 60 mL de cada meio, seguindo-se a esterilizagdo a 121 °C por 15 minutos.
Em cada frasco contendo AYG, AYSa, SYG, SYSa foi inoculado 5 ou 15 discos miceliais da
cultura indculo. Os cultivos foram realizados a 25 °C, 150 rpm, durante trés ou sete dias. O
cultivo controle foi preparado utilizando-se como inéculo 10 discos miceliais em 50 mL do
meio base (GYP), durante 5 dias. Ao término da fermentacdo a massa micelial foi separada do
sobrenadante por filtracdo a vicuo e o extrato bruto concentrado em membrana de acetato de

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

4.5 Padronizacao dos fatores de influéncia: substrato indutor, idade do inéculo e pH
inicial do meio

Para determinacdo da influéncia da concentracdo de gelatina, extrato de levedura,
idade do in6culo 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 in6culo, tempo de
incubacdo e o volume do meio utilizado neste experimento foram os padronizados no item
anterior. A fermentacdo foi conduzida a 25 °C, 150 rpm. A atividade de protease foi

determinada em triplicata.

Tabela 1. ParAmetros avaliados no planejamento fatorial 2* para otimizagdo da produgio de proteases
por P. ostreatoroseus

Parametros Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
Gelatina (%) 0,5 1,0 2,0
Extrato de levedura (%) 0,2 0,5 1,0
Idade do in6culo 8 12 16

pH inicial 6 7 8

4.6 Caracterizacao das proteases quanto temperatura 6tima e pH 6timo 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 tampdes contendo azocaseina 1% (p/v): Solucdo tampao citrato 0,1

M (pH 4-6), solucao tampao fosfato 0,1 M (pH 6-8) e solucdo tampao carbonato-bicarbonato
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de s6dio 0,1 M (pH 9-10). As andlises foram realizadas por uma hora, a 25 °C, em cAmara
escura, seguindo-se a determinacdo da atividade das proteases. O efeito da temperatura na
atividade proteolitica foi avaliado incubando o extrato enzimatico em tampao de pH 6timo
contendo azocaseina 1% (p/v) nas temperaturas de estudo (30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C), durante

1 hora, seguindo-se a determinagdo 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 diluido nos tampdes utilizados no
item anterior, incubados durante 24 h a 25°C, seguindo-se da determinagdo da atividade
proteolitica nas condi¢des Otimas de pH encontradas. Para a realizacdo do teste de
estabilidade a temperatura, incubou-se o extrato enzimatico durante 1 h em diferentes
temperaturas (30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C), seguindo-se da determinacdo da atividade

proteolitica em condi¢des 6timas de pH e temperatura.

4.7 Efeito de ions metalicos e inibidores

O efeito de ions metdlicos [Cloreto de célcio (CaCl,), Cloreto de potédssio (KCI),
Cloreto de sédio (NaCl), Sulfato de cobre (CuSQ,), Sulfato ferroso (FeSO,), Sulfato de
magnésio (MgSO,4) e Sulfato de zinco (ZnSO4)] e de compostos inibidores de protease [
EDTA (4cido etilenodiaminotetracético), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), pepstatina e
acido 1odoacético], na concentragdo final de 10 mM foi determinado por pré-incubagdo com o
extrato bruto durante 1 hora, a 50 °C. A atividade enzimatica 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 Aplicacoes biotecnologicas
4.8.1 Remocao de manchas

Para determinar a efici€ncia da protease na remog¢do de manchas, tecidos de algodao
(5cm x S5cm) foram manchados, separadamente, com 100 puL de polpa de acai, suco de couve
e suco V8 vegetais®. Os tecidos foram secos, embebidos em formaldeido a 2% e lavados com
agua destilada para remog¢do do formaldeido. O extrato bruto (2000 puL) foi adicionado aos
tecidos que foram incubados a 37 © C. Os controles foram acondicionados sem enzima. Apds
30 minutos cada pedago de tecido, incluindo o controle, foi lavado com dgua 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 diluidos em dgua destilada,
na concentracdo final de 7 mg/mL para simular condicdes de lavagem. Em seguida, foram
tratados termicamente a 100 °C por 15 min, para inativar as enzimas que poderiam fazer parte
da formulacdo dos detergentes. O extrato bruto foi adicionado na preparacdo do detergente
(1:1) e incubado na temperatura 6tima por 1 h. A cada 10 minutos foram retiradas amostras
para determinacdo da atividade residual, tanto nos tratamentos quanto no controle

(NASCIMENTO e MARTINS, 2006).

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) ao nivel de 95% de
significancia e médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significancia, 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 caracteristicas especificas, assim como novos organismos
produtores estd sendo objetivo de vdrios estudos para redugcdo do custo de produgcdo em
determinados setores industriais. O objetivo do trabalho foi verificar a producido de protease
por quatro cogumelos de podriddao branca para selecionar uma espécie com caracteristicas
apropriadas para aplicacdo na industria de detergentes. Os cogumelos produziram proteases
nos cultivos em meio liquido [glicose-peptona-extrato de levedura (GYP)], 30 °C por 72 h,
150 rpm, condi¢@o que proporcionou a identificacdo de Pleurotus ostretoroseus como espécie
que expressou maior quantidade (75,11 U/mL £ 0,77 U/mL) de proteases extracelulares. Nas
diferentes condi¢des avaliadas, os fatores que influenciaram na produgdo dessas enzimas
foram fontes de carbono e nitrogénio, tempo de fermentacdo, volume do meio, tamanho e
idade do in6culo. Pleurotus ostretoroseus é fonte de proteases neutras, metaloproteases,
serino-proteases € cisteino-proteases que removeram manchas de suco de acai (Euterpe
Oleracea Mart.) e expressaram compatibilidade com detergente comercial.

Palavras chave: basidiomicetos de podridao branca; enzimas; fermentacdo 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. INTRODUCAO

A diversidade de cogumelos sdo fontes de vdrias enzimas, caracteristica que estd
estimulando a identificacdo de espécies produtoras de proteases apropriadas para uso em
processos industriais especificos (CAMPOS et al., 2011; RAMOS et al., 2011). Outras
propriedades que favorecem o uso de cogumelos em bioprocessos sdo a necessidade de teores
reduzidos de nutrientes que exigem para crescimento, excelente adaptacao, técnicas faceis de
cultivo, além de apresentarem potencial farmacolégico como, imunoestimulante, antitumoral
e hipoglicémico (ORSINE et al., 2012; MANZUR et al., 2014).

As proteases de origem microbiana sdo produzidas por fermentacdo submersa e/ou
fermentacdo semi-sélida, sendo que o cultivo em meio liquido oferece uma série de
vantagens, como crescimento dos micro-organismos em condi¢des controladas de temperatura
e pH, além da f4cil recuperacio das enzimas secretadas no meio (SANKARALINGAM et al.,
2012; HANSEN et al., 2015). Tais enzimas sdo classificadas em cisteino, serino, aspartico e
metalo-proteases de acordo com sua estrutura e com o aminodcido presente no seu sitio ativo.
Conforme o pH 6timo de atividade, também podem ser do tipo dcidas, neutras e alcalinas
(HSIAO et al., 2014).

Em func¢do da acdo 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 inddstria de
detergentes, proporcionando a substituicdo de produtos toxicos contaminantes do meio
ambiente, reduzindo danos as roupas e equipamentos (PUNDIR et al., 2012; NIYONZIMA e
MORE, 2013). Na industria de alimentos sdao usadas para melhoramento da qualidade, textura
e sabor do produto final (INACIO et al.,, 2015). E em medicina, atuam na corre¢do da
deficiéncia de enzimas digestivas e no tratamento de feridas, queimaduras, abcessos e
dissolucdo de codgulo (SOUZA et al., 2015).

Considerando a importancia da utilizacdo 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 caracteristicas apropriadas para aplicacdo na

industria de detergentes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo dos cogumelos

Auricularia mixotricha DPUA 1695, Ganoderma lucidum DPUA 1694, Lentinus
citrinus DPUA 1693 e Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, preservados sob 6leo mineral,
foram cedidas pela Colecdo de Cultura DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-
UFAM. Estas espécies foram subcultivadas em dgar 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 °C, sem luz, por 12 dias.
2.2 Fermentaciao submersa

A produgdo das enzimas proteoliticas pelos cogumelos foi realizada por fermentacao
submersa. Para producdo 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 (=10 mm) retirados dos cultivos em
BDA+YE. A fermentagdo foi conduzida a 25 °C, 150 rpm. Apés cinco dias a biomassa foi
separada do sobrenadante por filtracdo a vicuo e o extrato bruto filtrado em membrana de

acetato de celulose (0,45 pm). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
2.3 Determinacio da atividade de protease — Selecao do cogumelo

Na determinacdo da atividade das proteases, 150 uL. do extrato bruto foi adicionado
em 250 pL de azocaseina 1% (p/v), em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. A mistura reacional
fol incubada a 25 °C, em camara escura. Apds uma hora a reagdo foi interrompida pela adi¢ao
de 1,2 mL de &cido tricloroacético 10% (p/v). Do sobrenadante foi transferido 800 uL para
1,4 mL de hidréxido de sédio 1 M. Todos os experimentos, incluindo o branco, foram
realizados em triplicata. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida, segundo Leighton
(1973) modificado, como a quantidade de enzimas capaz de produzir um aumento na

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

2.4 Determinacao da influéncia de diferentes parametros na producio de proteases pelo

cogumelo selecionado

Na determinacao da influéncia de fonte de carbono, nitrogénio, tempo de fermentacio
e volume do meio de cultura, a glicose do meio base (GYP) foi substituida por amido e

sacarose 2% (p/v) e, a peptona por gelatina e sulfato de aménio 1% (p/v). Em todas as
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formulacdes foi adicionado extrato de levedura 0,5% (p/v). Os meios liquidos preparados
foram: 1) Amido + extrato de levedura + gelatina (AYG); 2) Amido + extrato de levedura +
sulfato de amodnio (AYSa); 3) Sacarose + extrato de levedura + gelatina (SYG); 4) Sacarose +
extrato de levedura + sulfato de aménio (SYSa). Em cada frasco de Erlenmeyer foi
adicionado 40 ou 60 mL de cada meio, seguindo-se a esterilizagdo a 121 °C por 15 minutos.
Em cada frasco contendo AYG, AYSa, SYG, SYSa foi inoculado 5 ou 15 discos miceliais da
cultura inéculo. Os cultivos foram realizados a 25 °C, 150 rpm, durante trés ou sete dias. O
cultivo controle foi preparado utilizando-se como inéculo 10 discos miceliais em 50 mL do
meio base (GYP), durante 5 dias. Ao término da fermentacdo, a massa micelial foi separada
do sobrenadante por filtracdo a vacuo e o extrato bruto concentrado em membrana de acetato

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

2.5 Padronizacao dos fatores de influéncia: substrato indutor, idade do inoculo e pH

inicial do meio

Para determinacdo da influéncia de substrato indutor, idade do in6culo e pH inicial do
meio foi realizado um planejamento fatorial completo 2%, com 4 pontos centrais (Tabela 1). O
meio de cultura, o tamanho do in6culo, tempo de incubacdo e o volume do meio utilizado
neste experimento foram os padronizados no item anterior. A fermentacao foi conduzida a 25

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

Tabela 1. ParAmetros avaliados no planejamento fatorial 2* para otimizacdo da producdo de
proteases pelo cogumelo selecionado

Parametros Nivel (-1) Nivel (0) Nivel (+1)
Gelatina (%) 0,5 1,0 2,0
Extrato de levedura (%) 0,2 0,5 1,0
Idade do in6culo 8 12 16

pH inicial 6 7 8

2.6 Caracterizacao das proteases quanto temperatura 6tima e pH 6timo e estabilidade
ao pH e temperatura

2.6.1 Determinacao 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 tampdes contendo azocaseina 1% (p/v): Solucao tampao citrato 0,1
M (pH 4-6), solucao tampao fosfato 0,1 M (pH 6-8) e solucdo tampao carbonato-bicarbonato

de s6dio 0,1 M (pH 9-10). As andlises foram realizadas por uma hora, a 25 °C, em cAmara
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escura, seguindo-se a determinacdo da atividade das proteases. O efeito da temperatura na
atividade proteolitica foi avaliado incubando o extrato enzimatico em tampao de pH 6timo
contendo azocaseina 1% (p/v) nas temperaturas de estudo (30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C), durante

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

2.6.2 Efeito do pH e temperatura na estabilidade

Para os ensaios de estabilidade ao pH, os extratos foram diluidos nos tampdes de uso
durante 24 horas, a 25 °C, seguindo-se da determinacdo da atividade proteolitica nas
condic¢des 6timas de pH encontradas. Para a realizacdo do teste de estabilidade a temperatura,
incubou-se cada extrato enzimatico durante 1 h em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70,
80 °C), seguindo-se da determinacdo da atividade proteolitica em condi¢des 6timas de pH e

temperatura.

2.7 Efeito de ions metalicos e inibidores

O efeito de ions metdlicos [Cloreto de célcio (CaCl,), Cloreto de potéssio (KCI), Cloreto
de sédio (NaCl), Sulfato de cobre (CuSQy), Sulfato ferroso (FeSQO,), Sulfato de magnésio
(MgSO,) e Sulfato de zinco (ZnSQOy)] e de compostos inibidores de protease [EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), pepstatina e &4cido
iodoacético], na concentracdo final de 10 mM foi determinado por pré-incubagdo com o
extrato bruto durante 1 hora, na temperatura 6tima. A atividade enzimdtica 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 Aplicacoes biotecnolégicas

2.8.1 Remocio de manchas

Para determinar a efici€éncia da protease na remo¢ao de manchas, tecidos de algodao
(5 cm x 5 cm) foram manchados, separadamente, com 100 uL de polpa de agai, suco de
couve e suco V8 vegetais®. Os tecidos foram secos, embebidos em formaldeido a 2% e
lavados com dgua destilada para remocdo do formaldeido. O extrato bruto (2000 uL) foi
adicionado aos tecidos que foram incubados a 37 ° C. Os controles foram acondicionados sem
enzima. Apés 30 minutos cada pedaco de tecido, incluindo o controle, foi lavado com agua
destilada e seco. Todos os experimentos foram realizados em triplicata (VIJAYALAKSHMI
etal., 2011).
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2.8.2 Compatibilidade com detergentes comerciais

Os detergentes Ace®, Ariel®, Minuano® e Omo® foram diluidos em dgua destilada,
na concentracdo final de 7 mg/mL para simular condicdes de lavagem. Em seguida, foram
tratados termicamente a 100 °C por 15 min, para inativar as enzimas que poderiam fazer parte
da formulacdo dos detergentes. O extrato bruto foi adicionado na preparacdo do detergente
(1:1) e incubado na temperatura 6tima por 1 h. A cada 10 minutos foram retiradas amostras
para determinacdo da atividade residual, tanto nos tratamentos quanto no controle

(NASCIMENTO e MARTINS, 2006).

3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 95% de
significancia e médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significancia, utilizando-se

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

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Selecao da espécie de cogumelo de maior atividade proteolitica

A produgdo de proteases € uma caracteristica predominante de vegetais e micro-
organismos, entre estes bactérias e fungos sdo os mais explorados comercialmente devido a
facilidade de produgdo em larga escala, via fermentagdo (BATRA e WALIA, 2014). Neste
estudo realizado em 120 horas para selecionar uma espécie produtora de niveis significativos
de protease, foi determinada a atividade proteolitica 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 variagdo dos valores
de atividade das proteases entre as espécies nas condi¢cdes experimentais.

Estudos recentes tém demonstrado que espécies de cogumelos comestiveis, como
Agaricus bisporus, Armillariella mellea, Grifola frondosa, Lentinus citrinus, Pleurotus
citrinopileatus, Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju, Flammulina
vetulipes, Termitomyces albuminosus, também sao produtoras de enzimas proteoliticas, o que
¢ interessante, visto que os valores medicinais e nutricionais geralmente sdo 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 fermentacdo, o pH do meio variou de fortemente dcido a neutro, com
particularidade para cada espécie. O pH fortemente e levemente dcido foi registrado nos
cultivos de G. lucidum (pH 3,5) e, A. mixotricha e P. ostreatoroseus (pH 3,5),
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 reacdes
enzimadticas, na solubilidade dos nutrientes presentes no meio e por consequéncia no
transporte destes para as células fingicas. Assim sendo, a secrecdo de acidos e a consequente
redu¢do do pH no meio extracelular também sdo parametros importantes para o conhecimento

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

Tabela 2. Atividade de proteases produzidas por cogumelos comestiveis 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 pH final
protease (U/mL) Extrato bruto
Auricularia mixotricha DPUA 1695 21,55+0,77 ¢ 5,5
Ganoderma lucidum DPUA 1694 13,11 +1,54¢ 3,5
Lentinus citrinus DPUA 1535 51,11 £1,92° 7,0
Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720 75,11 +0,77*° 5,5

4.2 Determinacao da influéncia de diferentes parametros na producio de proteases

Para determinacdo da influéncia de diferentes parametros na producao de protease P.
ostreatoroseus foi a espécie selecionada por expressar a maior atividade enzimatica. Na tabela
3 estd demonstrada a influéncia das fontes de carbono e nitrogénio, tamanho do indculo,
tempo de fermentacdo e volume do meio. Em todos os ensaios realizados houve produgdo de
proteases, porém a maior atividade (30,66 + 0,66), em relacdo ao controle, foi observada nos
cultivos em que 5 discos miceliais foram utilizados como inéculo 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
utilizagcdo de 15 discos miceliais influenciou negativamente a producdo de protease (6,88 +
3,07), provavelmente devido a restricio da taxa de nutrientes no substrato durante o
crescimento do cogumelo, que reutiliza as proteinas extracelulares para prolongar seu
crescimento (PAPAGIANNI 2004; THANAPIMMENTHA et al., 2012).

Estudos mostram que a eficicia do processo de producdo de proteases estd
intimamente relacionada as caracteristicas de crescimento e fisiologia do micro-organismo
utilizado na fermentacdo. Diferentes fontes de carbono e nitrogénio e fatores fisicos, tais
como aeracdo, tamanho e idade do indculo, tempo de incubagcdo e pH influenciam no

desenvolvimento do micélio, na formacdo de metabdlitos primdrios e na absor¢do de
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nutrientes (ANBU et al., 2009; BACH et al., 2012). Segundo Griffin (1996) dois tipos de
in6culo podem ser utilizados na fermentagdo submersa para producdo de metabdlitos por
fungos, como concentracdo de esporos e fragmentos de hifa. No entanto o mais importante € a

padronizacdo do indculo para que este esteja no mesmo estado fisioldgico e possua a mesma

viabilidade.

Tabela 3. Influéncia de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, tamanho do inéculo, tempo de
fermentagdo e volume do meio na producio de proteases por P. ostreatoroseus

Parametros Atividade

Meio de fermentacao de protease (U/mL)
Amido+Gelatina 'T’V* 30,66 + 0,66 *
Amido+Sulfato de Aménio I° T'V® 26,22 +£0,38 "
Sacarose+Gelatina I'T” V% 26,22 +0,38°
Sacarose +Gelatina PT>V* 19,77 +3,07 ¢

Sacarose+Gelatinal >T’V*
Sacarose+Gelatinal *T’V*
Sacarose+Sulfato de Amoniol’T°V*
Sacarose+Gelatinal "T*V*
Amido+Gelatinal’T’V®
Amido+Gelatinal’T*V*’
Amido+Gelatinal *T*V*
Amido+Sulfato de Amoniol’T>V*
Amido+Sulfato de Améniol *T’V*
Sacarose+Sulfato de Amoniol’TV®
Amido+Sulfato de Amoniol “T>V*
Sacarose+Gelatinal “T>V®
Glicose+Peptonal "T* V™’
Amido+Gelatinal’T°V*
Amido+Gelatinal *T>V*
Amido+Sulfato de Améniol *T*V*
Amido+Sulfato de Amoniol’T>V*’
Sacarose+Sulfato de Amoniol’T’V®
Sacarose+Gelatinal’T>V®
Amido+Sulfato de Aménio I'T’V*
Amido+Gelatinal > T’v*
Sacarose+Sulfato de Amoniol>T>V®
Sacarose+Sulfato de Amoniol’T’V*
Sacarose+Gelatinal *T’V®
Sacarose+Sulfato de Amoniol“T°V*
Sacarose+Sulfato de Amoniol>T’V*
Sacarose+Sulfato de Amoniol“T’V*
Amido+Gelatinal > T’v*®
Amido+Sulfato de Aménio I'°T’V®

17,55 + 1,54°¢
26,66 + 1,15*°
17,33 + 1,15¢°¢¢
17,11 £ 0,38°4¢
15,55 + 1,92 ¢d¢f
13,77 £ 0,774 ¢
13,77 £ 0,774 "¢
13,55 + 0,38%¢ "¢
13,55 + 1,549¢f¢
13,55 + 0,38%¢ "¢
13,11 + 1,54 °¢f¢
12,66 + 0,66¢"
12,38 + 1,69 "¢
10,44 + 1,928"1
10,22 + 1,018"1
8,44 +0,771*
8,44 + 1,921k
8,22 +1,541%!
7,77 £ 0,38 !
7,11 £0,387K!Im
6,88 +3,07/F'm
6,44 +1,921kIm
6,22 + 0,38 !m
6,22 +0,77/K!Im
5,55+0,77%!™
422 +0,38%!™"
4,00+1,15'™"
2,88 +0,77™"
0,89 +0,38 "

Meédias seguidas pelas mesmas letras nio se diferenciam uma da outra pelo Teste de Tukey (p< 0.05)/(+) —
I=tamanho do in6culo; T=tempo de fermentacdo;V=volume do meio.

A partir da determinag¢do da influéncia de diferentes parametros na produgao de
proteases por P. ostreatoroseus, foi utilizado um planejamento fatorial 24 para investigar as

varidveis, a forma de interacdo entre estas, assim como determinar 0s parametros que
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otimizem os resultados no bioprocesso. Neste experimento a atividade proteolitica foi
determinada em todas as condi¢des de fermentacdo (Tabela 4). A médxima 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 in6culo com 16 dias de cultivo.

Tabela 4. Matriz do planejamento 2 utilizada para identificacio da concentragio de gelatina, extrato
de levedura, idade ideal do inéculo e pH inicial do meio na produgdo de protease por P. ostreatoroseus

Ensaios Idade do Extrato de Gelatina pH inicial pH final Atividade
inoculo levedura % (p/v) (Extrato de protease
(dias) % (p/v) bruto) (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 inéculo, quando
analisada separadamente, foi a tnica varidvel que influenciou significativamente na producao
de proteases. O aumento da atividade foi diretamente proporcional ao aumento da idade da
cultura inéculo. 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 indculo promoveu maior quantitativo enzimatico. O controle deste parametro na
fermentacdo € importante para indugdo e produgdo de enzimas, pois o tempo de
desenvolvimento celular é altamente varidvel dependendo das caracteristicas genéticas do
micro-organismo utilizado e das condi¢des de incubagdo (LEZZAR et al., 2014).

Além disso, a interacdo entre as varidveis, concentracdo de gelatina, do extrato de
levedura, idade do indculo e pH inicial do meio de fermentagdo, nao foi significativa. Assim,
a mudanga destes parametros pode contribuir para a adequag¢do do bioprocesso e aumento da
producdo das enzimas.
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(1)ldade do in6culo 3,851832]

2by 3 [-2,17842

(2)YE (%) |2,177B91

1*2*3 |-1,71932

2by 4 |1,399494

1*2*4 |1,260215

3by 4 |-1,00848

1*3*4 |-,596835

(4)pH domeio | ]-,366767
1by 2 :,1604285

2*3*4 1140022
1by 3 -,04591

(3)Gelatina (%) :| ,0459104

p=0,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Figura 1. Diagrama de Pareto para efeitos estimados das varidveis (1) Idade do inéculo, (2) Extrato de

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

4.4 Caracterizacao parcial das enzimas proteoliticas
4.4.1 pH 6timo e temperatura 6tima na atividade de protease

O efeito do pH na atividade enzimatica foi avaliado na faixa de pH entre 4 e 10
(Figura 2A). Em pH dacido as proteases de P. ostreatoroseus apresentaram 49 a 58% de
atividade enzimadtica. A atividade 6tima foi determinada em pH 7. Em pH 7 a 9 a atividade
enzimatica foi reduzida até 49%, ja em pH 10 houve diminuicdo de 42%. A presenca de mais
de um pico nas atividades de pH pode indicar a existéncia 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 fermentacao semi-sélida, o pH de atividade 6tima das proteases foi 6,0, a 8,0. De
acordo com Jisha et al. (2013) proteases com pH 6timo 5 a 8 tem aplicacdo em diversos
segmentos industriais, inclusive na formulacdo de detergente. No entanto, outros parametros
precisam ser avaliados, como atividade 6tima em temperaturas de lavagem, estabilidade e
compatibilidade com os componentes do detergente, além da eficiéncia na remog¢ao 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 condi¢des, as enzimas de P. ostreatoroseus
demonstraram atividade 6tima a 50° C, seguido de decréscimo, até a completa inativacao a 80
°C. Em temperaturas elevadas, as enzimas sofrem desnaturacio protéica, pois as ligacoes
intramoleculares sdo afetadas (AHMED et al., 2011, ALI et al., 2014). Estes resultados estdo
de acordo com Cui et al. (2007), Guan et al. (2011) e Zhang et al. (2010) em que a
temperatura 6tima das proteases de Pleurotus citrinopileatus, Pholiota nameko e Hypsizigus

marmoreus, foi determinada a 50 °C.
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Figura 2. Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade de proteases produzida por P. ostreatoroseus

4.4.2Estabilidade ao pH e temperatura

A estabilidade ao pH e temperatura é um parametro importante na utilizacdo de
enzimas em industrias pois determina a viabilidade econdmica do processo (EIJSINK et al.,
2004; MORETTI et al., 2012). A estabilidade ao pH foi mantida entre pH 7 € 9, com 97% de
atividade por 1 hora, com reducdo 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 inativag¢ao das enzimas,
contudo a 80 °C houve retencdo 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 proteinas de cogumelos comestiveis pode

variar.
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Figura 3. Estabilidade ao pH (A) e a temperatura (B) na atividade de proteases produzida por P.
ostreatoroseus

4.5 Efeitos de ions metalicos 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 dcido iodoacético, sugerindo a presenca de metalo-proteases, serino-proteases e cisteino-
proteases no extrato bruto de P. ostreatoroseus, respectivamente. Estudos tém reportado a
presenca de diferentes classes de proteases em cogumelos. Saboti¢ et al. (2007) cita a
presenca de cisteino-proteases € metalo-proteases em P. ostreatus. Lebedeva et al. (2009) e
Zhang et al. (2010) verificaram a inibi¢do da atividade proteolitica de P. ostreatus (Fr.)
Kumm e Hypsizigus marmoreus ao utilizar PMSF, sugerindo a presenca de serino-proteases.

Na presenga de ions metélicos a 10 mM, a maior redugdo da atividade enzimaética foi
verificada utilizando K*. Em condi¢es similares, Ca**,Na*, Cu®*, Mg**e Zn** exerceram
pouca influéncia na atividade enzimética. Na presenca de Fe** a atividade proteolitica 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

. o1: 2
enzimdtica quando utilizado Fe™.
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Tabela 5. Efeito de {ons e substancias na atividade de protease

Inibidores Atividade Relativa
(%)
Ions (10 mM)
Controle 100
CaCl, 75.50
KCl 66.0
NaCl 73.30
CuS0O, 77.70
FeSO, 135.50
MgSO, 84.40
ZnSO, 75.50
Substancias
EDTA (10mM) 66,70
PMSF (10mM) 66,70
Acidoiodoacético (10mM) 76,70
Pepstatina (1mM) 93,30

4.6 Aplicacoes biotecnolégicas
4.6.1 Remocao de manchas

A eficiéncia na retirada das manchas dos tecidos pelas proteases foi observada
somente nos tratamentos utilizando suco de agai (Euterpe Oleracea Mart.) (Figura 4). Este
resultado estd associado a presenga de proteinas 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 remocdo de manchas em tecidos, as proteases de P. ostreatoroseus

provavelmente podem ser utilizadas como aditivos em detergentes comerciais.

Mancha + Agua Mancha + Extrato bruto

Figura 4. Eficiéncia da protease de P. ostreatoroseus na remog¢ao de manchas de suco de acai (Euterpe
Oleracea Mart.)

4.6.2 Compatibilidade com detergente comercial

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

detergentes comerciais estd demonstrada na figura 5 A, B, C e D. No detergente Minuano® a
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atividade proteolitica 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 € influenciada pela presenca de agentes surfactantes e oxidantes, além do pH e
temperatura. Portanto, a perda parcial da atividade de protease em alguns detergentes pode ser
atribuida ao efeito inibitério de seus componentes. Deste modo, a instabilidade das enzimas
pode ser corrigida pela adi¢do de célcio e inibidores reversiveis, como a glicina que evita sua
autdlise. A agdo das enzimas na remocao de manchas promove economia de energia elétrica e
manuten¢do 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. CONCLUSOES

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 sdo influenciadas por mecanismos
regulatorios fisicos e quimicos. As proteases predominantes no extrato bruto foram as neutras,

. , . . , 2 C e
metalo-proteases, cisteino-proteases e serino-proteases, estimuladas por fons Fe~"e inibidas
+ ~ z . 2 . .
por K', sdo estdveis em alta temperatura e pH neutro. Além disso, se mostraram eficazes na
remocdo de mancha proteica e compativeis com certos detergentes comerciais, caracteristica

que proporciona a utilizacdo como aditivos na industria.
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6. CONCLUSAO GERAL

Com os resultados deste estudo, conclui-se que:

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

e P. ostreatoroseus foi a espécie que expressou niveis significativos de enzimas que sao
influenciadas por parametros quimicos e fisicos;

e  As proteases apresentaram atividade 6tima e pH 7 a 50 °C e estabilidade entre pH 7 a 9 e
30a50°C;

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

e As enzimas proteoliticas presentes no extrato bruto foram estimuladas por ions Fe’*e
inibidas por fons K*;

e Nas condi¢Oes experimentais, as enzimas foram eficazes na remog¢do de mancha de agai

(Euterpe Oleracea Mart.) e compativeis com detergente comercial Minuano®, podendo
provavelmente ser utilizadas como aditivos na industria.
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