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Resumo

Enzimas proteoliticas constituem um dos mais importantes grupos catalisadores, tem ampla utilizacdo comercial e
industrial. Entre essas, as proteases de origem fiingica apresentam vantagens como alta diversidade, fdcil producdo em
larga escala e recuperagdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a produgdo e caracterizar parcialmente proteases do
extrato bruto de Pleurotus ostreatoroseus cultivado em substratos agroindustriais. A cultura matriz foi preparada em
dgar batata dextrose acrescida de extrato de levedura 0,5% (p/v). A produgdo das enzimas proteoliticas foi realizada
por fermentagdo semi-solida utilizando substratos agroindustriais. A fermentacdo foi conduzida durante 15 dias sob
duas condigées de cultivo (presenga e auséncia de luz). Para determinagdo da atividade e caracterizacdo parcial das
proteases, o extrato bruto foi filtrado sucessivamente em tecido de algoddo e membrana polietersulfonica de 0,22 um.
Os resultados demonstraram que os residuos foram fontes para a producdo de proteases com pH variando de
levemente dcido a alcalino e temperatura otima a 25°C e 40°C.
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Introducao

No mercado mundial de enzimas as proteases predominam na industria de detergentes,
farmaceéutica, cerveja, couro, alimentos, como coagulante na fabricacdo de queijo e para
recuperagdo da prata usada no filme de raios-X (GENCKAL, 2004; CUI et al., 2007; SABOTIC et
al., 2007, DABOOR et al., 2010). Proteases também participam da sintese e degradacdo de
proteinas, da conidiogénese e descarga conidial, germinacdo, modificacdo enzimadtica, nutricdo e
regulacdo da expressao génica (CUI et al., 2007; NAKAMURA et al., 2011; ZHENG et al., 2011).

As enzimas proteoliticas tém origem de diversas fontes vegetal, animal e micro-
organismos procariontes € eucariontes, entre estes, os fungos sdo produtores eficientes,
predominando espécies de Aspergillus e Penicillium (SANDHY A et al., 2005). Entre os fungos, os
cogumelos estdo se tornando uma fonte atraente de compostos bioativos, além de usado tipicamente
como alimento. Nos tltimos anos, diversos cogumelos comestiveis sdo também citados como fontes

de enzimas, incluindo proteases fibrinoliticas, a exemplo de P. eryngii (CHA et al, 2010),
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Flammulina velutipes, P. ostreatus, Grifola frondosa, Tricholoma saponaceum, Armillaria mellea e
Cordyceps militaris estdo relatadas nas citacdes de Park et al. (2007) e Nakamura et al. (2011).
Outras proteases ja foram detectadas nos extratos oriundos do cultivo de P. ostreatus (SHIN e
CHOI, 1998; PALMIEIRI et al., 2001; SHABA e BABA, 2012), P. citrinopileatus (CUI et al.,
2007) e P. sajor-caju (RAVIKUMAR et al., 2012;).

J4 que cogumelos crescem na natureza sob condi¢cdes de estado sélido, esse hdbito se
tornou vantajoso para utilizacdo no desenvolvimento de bioprocessos utilizando residuos agricolas
como substrato (REDDY et al., 2003). Esta tecnologia denominada de fermentacdo semi-sélida
(FSS) continua sendo um processo para producdo de proteases extracelulares por ser apropriada
para o crescimento de fungos que exigem umidade baixa para crescimento quando comparados as
bactérias. A FSS oferece, economicamente, certas vantagens, produtividade volumétrica superior,
uso de equipamentos simples e de substratos de baixo custo, assim como, gasto de energia reduzido
comparado a fermentacdo submersa (PANDEY, 2003; PINTO et al., 2005; SANTOS et al., 2006;
RAVIKUMAR et al., 2012) .

O objetivo deste trabalho foi investigar a producdo de proteases extracelulares por
Pleurotus ostreatoroseus cultivado em residuos agroindustriais na presenca e auséncia de luz para

caracterizacdo parcial dessas enzimas no extrato bruto.
2 Material e Métodos

Cultivo e Manutengdo de Pleurotus ostreatoreoseus

O cogumelo avaliado neste estudo foi P. ostreatoroseus cedido pela Colecdo de Cultura
DPUA da Universidade Federal do Amazonas. As culturas estoque foram mantidas por 8 dias, a
25°C em &gar batata dextrose com extrato de levedura 0,5% [p/v (BDA+YE)], em placas de Petri.

Para manutencao de cultura vidvel, a cada 30 dias foram preparados novos subcultivos.

Inoculo
Do subcultivo de P. ostreatoroseus foram retirados discos miceliais medindo 8 mm de

didmetro e transferidos para BDA+YE, em placa de Petri. As culturas foram incubadas a 25 °C por
8 dias, na auséncia de luz para serem utilizadas como indculo na fermentacdo semi-sélida (KIRSCH

et al., 2011).

Preparo do Substrato, Inoculagdo e Condigodes de Fermentagdo Semi-Sdlida
Os substratos agroindustriais foram adquiridos na cidade de Manaus, Amazonas com
excecao do farelo de arroz que foi obtido na cidade de Boa Vista, Roraima. Para fermentacao semi-

s6lida, no laboratorio, a casca de cupuagu (Theobroma grandiflorum Willd Ex-Spreng Schum), a
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casca e coroa de abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) e a semente de acai (Euterpe oleracea
Mart.) foram fragmentadas e tratadas com solucdo desinfetante para hortifruticolas, conforme as
recomendacdes do fabricante. A casca de cupuacu foi suplementada com farelo de arroz e a
serragem e semente de acai, ambas suplementadas com casca e coroa de abacaxi (Tabela 1). A

umidade foi ajustada para 60% e o pH 6,5.

Tabela 1. Substratos agroindustriais e porcentagens utilizadas na fermentag¢ao semi-
sOlida para crescimento e produ¢do de proteases por P. ostreatoroseus.

Substratos Concentracao

Agroindustriais 80% 20%
SER + CsAb Serragem Casca de abacaxi
SER + CrAb Serragem Coroa de abacaxi
Sac + CsAb Semente de agai Casca de abacaxi
Sac + CrAb Semente de agai Coroa de abacaxi
CC+FA Casca de cupuagu Farelo de arroz

Na parte inferior de cada tubo de ensaio, medindo 200 mm x 25 mm foi colocado algodao
umedecido com 4gua destilada, em seguida os residuos foram colocados nos tubos até preencher 15
cm de altura (PALHETA et al, 2011). Todos os tubos foram tamponados com algodao,
identificados e esterilizados a 121 °C por 45 minutos. Apds resfriamento, o indculo (trés discos
miceliais de 8 mm de diametro) foi semeado na superficie dos substratos esterilizados. A
fermentacao semi-sélida foi conduzida a 25 °C, em ambiente com umidade a 60%, na presenga ou

auséncia de luz durante 15 dias. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Extracdo das Enzimas

As proteases foram extraidas em 4gua destilada esterilizada na propor¢do 2:20 g (residuo
miceliado/mL de 4gua destilada) em frascos de Erlenmeyer de 125mL. Os frascos foram mantidos a
30 °C, 180 rpm. Apds 30 minutos os extratos brutos foram recuperados por filtragio em tecido de
algoddo e filtrados em membrana de polietersulfonica com porosidade de 0,22um para

determinac¢do da atividade das proteases (CHUTMANOP et al., 2008).

Determinagdo da atividade de proteases

A atividade proteolitica foi determinada em 0,15 mL do extrato bruto adicionado a 0,25 mL
de azocaseina 1% (p/v), em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. As amostras e os brancos foram
preparados em ftriplicada e incubados a 25 °C por 1 hora em camara escura. A reagdo foi
interrompida com 1,2 mL de TCA [4cido tricloroacético 10% (p/v)] seguido de centrifugacido por
10 minutos a 4 °C. Do sobrenadante foi retirado 0,8 mL e acrescentado a 1,4 mLL NaOH 1M. Uma
unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um

aumento na absorbancia a 440 nm de 0,1 em 1 hora (MOREIRA et al., 2001; KIRSCH et al., 2012).
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Determinacgdo do efeito da temperatura e do pH na atividade das proteases
O efeito do pH foi determinado na faixa de 5,0 a 10,0 em tampdo citrato, fosfato e
carbonato-bicarbonato a 0,IM. O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi avaliado na

faixa de 25 °C a 60 °C. A atividade das proteases foi determinada conforme citado no item 2.5.

Andlise estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise estatistica descritiva (média e desvio padrao),
andlise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias foram realizadas pelo teste de Tukey

(p<0,05%) utilizando o software Minitab 16.

3 Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra a producdo de proteases por P. ostreatoroseus em casca de cupuacu,
semente de acai, serragem, casca e coroa de abacaxi e farelo de arroz, substratos agroindustriais
utilizados na fermentacdo semi-sélida. As enzimas foram produzidas em todos os substratos, cujas
médias de atividade proteolitica (7,89 U/mL) de valores significativos foram determinadas no
cultivo onde o substrato foi casca de cupuagu suplementado com farelo de arroz (CC+FA), na
presenca de luz. No mesmo substrato, na auséncia de luz foi determinado o segundo maior valor de
atividade proteolitica (4,50 U/mL).

Do total de substratos utilizados na fermentag¢ao semi-sélida, CC+FA e SER+CsAb foram
os melhores substratos para produgdo das proteases. Os resultados indicaram ainda que o valor da
atividade proteolitica variou de acordo com o tipo de substrato agroindustrial, predominando nos
cultivos mantidos na presenca de luz e no substrato contendo farelo de arroz (Figura 1). Além disso,
na auséncia de luz, a reducdo da atividade proteolitica em todos os substratos foi aproximadamente
de 43% quando comparado aos valores da atividade na presenga de luz.

Proteases sdo produzidas por diferentes fungos filamentosos, leveduras e bactérias em
cultivo submerso ou em matriz s6lida (RAO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2006). Porém, para o
desenvolvimento de modelos apropriados o alvo estd no estabelecimento das relagdes entre a
fisiologia dos fungos e os fatores fisico-quimicos, considerando que as diversas espécies exigem
para crescimento umidade em torno de 40-60%. Além disso, a selecdo do substrato para uso na
fermentacdo semi-s6lida depende de vérios fatores, compreendendo principalmente a natureza, o
custo e a disponibilidade do substrato (SINGHANIA et al., 2009).

Entre os fungos filamentosos sdo inimeros os trabalhos que citam diversas espécies
anamorficas como produtoras de proteases, com predominancia Aspergillus e Penicillium. Em

contrapartida os estudos que referem cogumelos como fontes dessas enzimas sdao raros, uma vez
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que, as propriedades que sempre despertaram o interesse por esses fungos sdao o valor nutricional e

o medicinal (WANI et al., 2010).
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Figura 1 - Média da atividade de proteases produzida por P. ostreatoroseus em
substratos agroindustriais durante 15 dias por fermentacdo semi-sélida, em duas
condigdes de cultivo, presenga e auséncia de luz. CC+FA (casca de
cupuagu+farelo de arroz); Sac+CsAb (semente de acgai+casca de abacaxi);
Sac+CrAb (semente de acai+coroa de abacaxi); SER+CsAb (Serragem+casca de
abacaxi); SER+CrAb (Serragem+ coroa de abacaxi).

Em se tratando dos cogumelos, a atividade de proteases estd demonstrada em Agaricus
bisporus, Pleurotus citrinopileatus, Grifola frondosa, Pleurotus ostreatus, Termitomyces
albuminosus, Pleurotus sajor-caju e por Sabotic et al. (2007) para 43 basidiomicetos (BURTON et
al., 1997; Cui et al., 2007; NISHIWAKI et al., 2009; CAMPOS et al., 2010; ZHENG et al., 2011;
RAVIKUMAR et al., 2012). Os resultados desta investiga¢do revelaram a producdo de proteases
por P. ostreatoroseus e o potencial da casca do fruto do cupuaguzeiro (7. grandiflorum) adicionado
de farelo de arroz como substratos para produ¢do mixima das enzimas. O uso de residuos da
fruticultura amazdnica na tecnologia da fermentacdo, entre outros beneficios, pode reduzir a
contaminacdo ambiental e o custo de producdo de compostos bioativos. No setor comercial as
proteases tém importantes aplicacdes na industria de detergente, alimentos, couro, produtos
farmacéuticos e diagndsticos, gestdo de residuos e recuperacdo de prata dos filmes de raios-X
(TREMACOLDI e CARMONA, 2005; NAKAMURA et al., 2011).

Quanto ao efeito da temperatura na atividade das proteases de P. ostreatoroseus (Figura 2),
os dados mostram que entre 25 °C e 60 °C as enzimas permaneceram ativas por 60 minutos. Em
média, a temperatura Gtima para a atividade proteolitica foi determinada a 40 °C, em todos os
extratos dos cultivos mantidos na presenca de luz (Figura 2A). Nos cultivos na auséncia de luz, o

perfil da atividade foi semelhante aos incubados na presenca de luz, com exce¢do do extrato bruto
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obtido da fermentagdo em serragem e coroa de abacaxi (SER+CrAb), cuja atividade 6tima foi
determinada a 25 °C (Figura 2B). Ainda na figura 2A e 2B pode ser observado que a atividade
enzimdtica na faixa de 50 °C a 60 °C foi reduzida de forma gradual sem causar a inativacdo das
enzimas proteoliticas.

Com base nos resultados apresentados ficou evidente que nos extratos recuperados dos
cultivos CC+FA e SER+CsAb, em todas as temperaturas, a atividade das proteases foi superior
quando comparado aos demais substratos (Figura 2A e 2B). Dados semelhantes foram

demonstrados para subtilisina, protease produzida por G. frondosa (NISHIWAKI et al., 2009).
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Figura 2. Efeito da temperatura na atividade das proteases de P. ostreatoroseus produzidas por fermentagio semi-solida
em substratos agroindustriais durante 15 dias na presenca (A) e auséncia de luz (B). CC+FA (casca de cupuagu+farelo
de arroz); Sac+CsAb (semente de acai+casca de abacaxi); Sac+CrAb (semente de agai+coroa de abacaxi); SER+CsAb
(Serragem+casca de abacaxi); SER+CrAb (Serragem+ coroa de abacaxi).

O efeito do pH na atividade das proteases foi determinado na faixa de 5,0 a 10,0. Os dados
mostrados na figura 3 evidenciaram o perfil dessas enzimas de P. ostreatoroseus que na totalidade
foram ativas nas condi¢Oes experimentais. Contudo nos extratos provenientes dos cultivos
realizados na presenca de luz a atividade mdxima foi determinada em pH 6,0 quando na
fermentagdo foi utilizado CC+FA, Sac+CrAb e Sac+CsAb. Nos demais substratos, SER+CsAb e
SER+CrAb, o maior valor de atividade proteolitica foi determinada em pH 7,0 (Figura 3A),
resultado semelhante foi obtido para protease do basidiomas de Cordyceps militaris (CHOI et al.,
2011).

Na auséncia de luz, a atividade 6tima foi predominante em pH 6,0 nos extratos procedentes
da fermentacdo em CC+FA, SER+CsAb, Sac+CsAb e Sac+CrAb, em ordem decrescente ao valor

da atividade proteolitica. Nessa mesma condi¢do, a atividade 6tima das proteases excretadas em
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SER+CrAb foi determinada em pH 8,0, assim como o obtido para a protease purificada de P. sajor-

caju cultivado em farinha de milho adicionado de farelo de trigo (RAVIKUMAR et al., 2012).
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Figura 3. Efeito do pH na atividade das proteases de P. ostreatoroseus produzidas por fermentagdo semi-solida em
substratos agroindustriais durante 15 dias na presenca (A) e auséncia de luz (B). CC+FA (casca de cupuagu+farelo de
arroz); Sac+CsAb (semente de agai+casca de abacaxi); Sac+CrAb (semente de agai+coroa de abacaxi); SER+CsAb
(Serragem+casca de abacaxi); SER+CrAb (Serragem+ coroa de abacaxi).

A producido de proteases extracelulares com atividade 6tima em pH 6,0, 7,0 e 8,0 por P.
ostreatoroseus provavelmente esteja associada a necessidade do cogumelo em hidrolisar os
diferentes substratos disponiveis como fonte de nutrientes protéicos. As proteases do basidioma de
P. ostreatus e P. citrinopileatus apresentaram pH 6timo levemente dcido a alcalino (SHIN E CHOI,
1998; CUI et al., 2007). Cha et al. (2010) para P. eryngii, nos extratos dos cultivos em sabugo de
milho adicionado de farelo de arroz obtiveram mdxima atividade enzimatica em pH 5,0. Nirmal et
al. (2011), citam que os fungos produzem proteases dcidas, neutras e alcalinas, inclusive uma
espécie pode produzir mais de um tipo dessas enzimas que podem ser ativas a uma ampla faixa de
pH (4,0 a 11,0).

Palmieri et al. (2001) reportaram o pH alcalino para atividade 6tima de subtilisina, uma
serino protease produzida por P. ostreatus. Em outro relato feito por Cui et al (2007), para uma
serino protease extraida dos basidiomas in natura de P. citrinopileatus a maxima atividade
proteolitica foi determinada no pH 10,0. Nos resultados apresentados por Nishiwaki et al. (2009),
proteases de Grifola frondosa na avaliagdo da especificidade de substrato expressou pH 6timo 3,0 e

7.0 para hemoglobina e caseina, respectivamente.
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4 Conclusoes

Os substratos agroindustriais (casca de cupuacu, semente de acai e serragem) e o0s
respectivos suplementos (farelo de arroz, coroa e casca de abacaxi) se mostraram como potenciais
substratos em fermentacdo semi-s6lida para producdo de enzimas proteoliticas por P.
ostreatoroseus. No entanto, nos cultivos mantidos sob luz, casca de cupuacu e farelo de arroz foi a
mistura de substrato mais eficiente para producdo das proteases, com atividade 6tima em pH 6,0 e a

40 °C, caracteristicas permitem a aplicagdo na inddstria farmacéutica, téxtil, alimenticia e quimica.
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Abstract

Proteolytic enzymes are one of the most important enzyme group that have extensive commercial and industrial use.
The fungal proteases have advantages because of their high diversity, easier large scale production and recovery. This
study was conducted to evaluate and partially characterize the proteases of the crude extract of Pleurotus
ostreatoroseus cultivated on agroindustrial substrate. The mushroom culture was prepared in potato dextrose agar with
yeast extract 0.5% (w/v). The production of proteolytic enzymes was performed by solid state fermentation in
agroindustrial substrate for 15 days under two growth conditions (in the presence and absence of light). The crude
extract was successively filtrated in cotton fabric and in a membrane pore of 0.22um.Then it was used to determinate
the protease activity and the parcial characterization of the enzymes. The results demonstrated that the residues were
good sources to produce proteases with pH ranging from slightly acidic to alkaline and with optimum temperature at
25°C and 40°C.

Key-words: Pleurotus ostreatoroseus; solid-state fermentation; enzymes.
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