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RESUMO

Os cogumelos comestiveis despertam o interesse por apresentar propriedades nutricionais e
farmacéuticas, dentre os quais se destacam representantes do género Pleurotus, osquais séo
capazes de secretar uma gama de metabdlitos primarios e secundérios. Desta forma, o
principal objetivo desta pesquisa visou avaliar a producéo de proteases e exopolissacarideos
(EPS) deP. ostreatus e P.eryngii utilizando planejamento fatorial por fermentacdo submersa
considerando a influéncia de diferentes concentracfes de fontes nutricionais. Para isso, a
producdo de proteases e exopolissacarideos foi verificada por fermentacdo submersa
conduzida por 15 dias, com meio contendo o0s seguintes componentes: glicose, peptona,
extrato de levedura, com pH inicial de 6,2. Foi utilizado um planejamento fatorial 2% com 4
pontos centrais, totalizando 12 experimentos, para cada espécie. A partir do meio liquido
recuperado do processo se obteve os exopolissacarideos e proteases. Nas condicdes
experimentais a producdo de EPS ndo foi significante para as duas espécies, por conta de
influéncias dos componentes do meio em determinadas concentracfes. Em contrapartida, a
atividade proteolitica determinada se mostrou bastante significativa com méaxima atividade
proteolitica (5,28 U/mL) na espécie de P.eryngii em 8 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de
glicose e 15 g/L de peptona. Estacondicéo foi a mais eficiente para a producédo das proteases
com atividade otima em pH 6,0 e temperatura 6tima a 50°C. As caracteristicas destas enzimas
como pH e temperatura 6tima, juntamente com outros testes podem permitir sua utilizacdo

futura na producdo como aditivos em varios setores industriais.

Palavras-chave:Basidiomicetos; Fermentacdo submersa; Enzimas; EPS.



ABSTRACT

The edible mushrooms arouse the interest for their nutritional and pharmaceutical properties,
among which the representatives of the genus Pleurotus stand out, which are able to secrete a
range of primary and secondary metabolites. Then, the main objective of the research was the
production of proteases and exopolysaccharides of P. ostreatus and P.eryngii using factorial
planning by submerged fermentation considering the various sources of nutritional foods. For
this, a protease and exopolysaccharide production was verified by submerged fermentation for
15 days, with the following components: glucose, peptone, yeast extract, with initial pH of
6.2. It was for factorial planning 23 with 4 central points, totaling 12 experiments, for each
species. From the liquid medium recovered the process of production of proteases and
exopolysaccharides. Experimental experiments on the production of EPS were not significant
for both species, due to influences of the components of the medium in certain concentrations.
In contrast, an age proteolytic activity in a proteolytic activity (5.28 U/mL), as P.eryngii in 8
g/L of yeast extract, 10 g/L of glucose and 15 g/L of peptone. This condition was more
efficient for a protease production with the highest pH 6.0 and an optimum temperature of 50
° C. Plants such as temperature rates and processing capacity may become future in

production as a result in various industrial aspects.

Keywords: Basidiomycetes; Submerged fermentation; Enzymes; EPS
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1. INTRODUCAO
1.1 Cogumelos Comestiveis

Os cogumelos sdo macrofungos capazes de ocupar uma diversidade de ecossistemas
florestais, sendo também muito apreciados por seu valor gastrondmico, nutricional e
medicinal. Sendo assim, possuem uma importancia em fungdo de um mercado em continuo
crescimento que esta ligado com a qualidade, a produtividade e o custo de producdo desses
cogumelos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Na literatura estima-se que existam aproximadamente 140.000 espécies de cogumelos, dos
quais apenas 10% sdo conhecidos, 50% deles considerados comestiveis e 40% tém
comprovada propriedade farmacolOgica, caracteristica esta que estd promovendo o
reconhecimento mundial da denominacdo ‘“cogumelo medicinal”, termo que caracteriza a

acao medicinal desses fungos (Costa, 2010; Kim, 2017; Wen et al., 2017).

Dentre os fungos comestiveis, a maioria pertence a divisdo Basidiomycota com habito
saprébio, mas alguns dos mais saborosos sdo fitoparasitas e muitos podem ser simbiontes
micorrizicos,como por exemplo:Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus
citrinopileatus, Pleurotus djamor. A morfologia destes macrofungos € constituida
basicamente por micélio, formado por muitos filamentos ou hifas (do grego hypha=rede), que
originam uma estrutura macroscopica chamada basidioma, basidiocarpo ou corpo de
frutificacdo. Muitos deles apresentam a forma que lembra um guarda-chuva com um “chapéu”
(pileo) e uma haste (estipe) (Figura 1) (REN et al, 2012).

Figura 1 — Estrutura morfoldgica geral dos cogumelos. Fonte: GENIER, 2015.

Fonte :GENIER,2015

Micélio
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Muitas espécies de cogumelos possuem acao benéfica a saide humana e na producédo de
metabdlitos primarios e secundarios, os quais despertam o interesse das industrias
farmacéuticas, de alimentos, como fonte nutritiva e de compostos com atividade bioldgica
funcional (Ma et al., 2013; Ao et al., 2016). Importante salientar que muitos desses fungos,
sdo produzidos em larga escala ao redor do mundo, pois além de serem féaceis de cultiva-los
em uma grande variedade de residuos lignocelul6sicos, também possuem normalmente
componentes naturais com atividade antimicrobiana, pois precisam sobreviver ao Seu
ambiente natural. Portanto, componentes antibacterianos e antifingicos podem ser isolados do
corpo de frutificacdo, micélio e do cultivo submerso (caldo fermentado proveniente de uma
fermentacgdo submersa), trazendo beneficios para humanidade (ALVES et al, 2012).

Dessa forma, nos ultimos anos, o consumo de cogumelos vem crescendo e se destacando
gastronomicamente, em funcdo do seu sabor refinado e valor nutricional excepcional(Correia
et al., 2017). Comumente,tal alimento contém contetdo lipidico baixo e também sdo fontes de
carboidratos, fibras e proteinas, além de amino&cidos e vitaminas lipossoliveis (A, D, E e K).
Além disso, os cogumelos estdo se tornando cada vez mais atraentes como alimentos
funcionais e produtos potenciais para o desenvolvimento de novas drogas (Farzana; Mohajan,
2015).

Considerando as caracteristicas acima citadas, 0s cogumelos comestiveisestdo se tornando
populares como ingredientes em funcdo do seu conteddo nutricional para fortificacdo de
diversas preparacOes, tais como biscoitos, bolos e massas alimenticias que sdo processados

por tecnologia simples e de baixo custo (Farzana; Mohajan, 2015).

1.2 Género Pleurotus

Pleurotus € um género que inclui cogumelos comestiveis com formato do pileo
semelhante a uma concha e estipe excéntrica ou lateral, chamados comumente de cogumelos
ostra. Sua coloracdo pode variar entre azul-escuro, cinza-escuro, branco, creme, marrom,
amarelo e rosa (Fig.2).0s fungos desse género possuem ampla distribuicdo mundial, podendo
ser encontrados em florestas Umidas tropicais e subtropicais, algumas encontradas em areas da
mata atlantica brasileira. A maioria das espécies é comestivel, possuindo alto indice protéico,
vitaminico e de carboidratos, e baixo teor de gordura, tornando estes cogumelos apropriados

para incorporacdo na dieta humana (SILVEIRA, 2015).

O género Pleurotus é o segundo maior grupo de cultivares cogumelos comestiveis do

mundo, compreendendo mais de 40 espécies, No entanto, espécies do género Pleurotus
11



apresentam vantagens quando comparado com outros cogumelos. Por exemplo, eles podem
ser cultivados em diferentes substratos e temperaturas, podem ser cultivados artificialmente
sem grandes problemas e cresce de uma forma desordenada na tropical e regies subtropicais
(INACIO et al, 2015).

Os fungos deste género sdo conhecidos por serem eficientes na degradacdo de lignina,
sendo capazes, portanto, de crescer em troncos de arvores vivas e mortas, principalmente em
florestas de clima temperado (GUNDE-CIMERMAN, 1999). Estes organismos produzem
enzimas extracelulares como lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacases (fenol
oxidases) que podem modificar e degradar a lignina, fazendo com que estes organismos sejam
conhecidos como fungos de podriddo branca (SILVEIRA, 2015). Por conta destas
caracteristicas, tais fungos sdo de facil cultivo, crescendo em residuos agroindustriais e
agroflorestais como substrato, agregando valor a estes residuos, através da fermentacdo

submersa ou cultivo tradicional com o meio sélido (SILVEIRA, 2015).

Figura 2 — Variedade de coloracdo de fungos do género Pleurotus; A - P.ostretaus de
coloragdo marrom; P. citrinopileatus de coloracdo amarela; C - P. ostreatoroseus de

coloracdo rosa; C - P. ostreatoroseus de coloracdo rosa; D - P.djamor de coloracdo salmao.

Fonte: PIMENTA,2016; PERRONE,2017
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Uma das espécies que se destaca no mercado mundial pelo seu sabor e aspectos
nutritivos é Pleurotus ostreatus(fig.3), conhecida pelos orientais como Hiratake e no restante
do mundo como Shimeji(COHEN et al., 2002). De acordo com a classificacao cientifica, o P.
ostreatus € um organismo Eukariota que pertence ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota,
Subfilo Agaricomycotina, Classe Agaricomycetidae, Subclasse Agaricomycetidae, Ordem
Agaricales, Familia Pleurotaceae, Género Pleurotus e Espécie ostreatus (IWOA,
2016;MYCOBANK,2018).

O Pleurotus eryngii, (fig.3) também conhecido como Cardoncello é um cogumelo pouco
estudado em relacdo ao seu contedo mineral, mas, sendo do mesmo género que o Shimeji,
apresenta um perfil semelhante aos demais Pleurotus. Essa espécie pertence ao Reino Fungi,
Filo Basidiomycota, Classe Agaricomicotina Subclasse Agaricomycetidae, Ordem Agaricales,

Familia Pleurotacea e, Género Pleurotus e Espeécie eryngii (IWOA, 2016).

Figura 3— A- P.ostretaus na forma vegetativa; B- Basidiomas de P.ostretaus; C- P.eryngii na
forma vegetativa; D- Basidioma de P.eryngii;

T
e

Fonte :PIMENTA,2017
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P. ostreatus e P.eryngui sdo duasespécies muito cultivadas em nivel mundial, sendo
facilmente produzidas, devido a capacidade de degradar uma larga variedade de substratos
lignocelulésicos, como por exemplo, residuos agroflorestais (BISCAIA, 2012;
SILVEIRA,2015)

1.3 Fermentagdo Submersa

Dois tipos basicos de fermentacdo sdo utilizados para a producdo de enzimas, proteases e
biomassa de basidiomicetos: a fermentacdo submersa (FS) e a fermentacdo em estado solido
(FES).

A FES requer o meio de cultura composto de substratos sélidos, atuando como fonte de
carbono e energia, e apresenta auséncia total ou quase total de agua livre, o que faz com que
essa condicdo de crescimento tente se aproximar do habitat natural do fungo, entretanto, a
dificuldade na escolha de microrganismos capazes de crescer sob condi¢cdes de baixa
umidade, condigdes controladas de umidade, pH e fluxo de ar continua sendo uma das
limitacOes do processo de FES(ORLANDELLI et al., 2012).

A FS ¢ a técnica majoritariamente utilizada nos paises ocidentais para a producao de enzimas
e outros metabolitos devido a facilidade de crescimento dos microrganismos em condicdes
controladas de pH e temperatura, além de tornar fécil a recuperagdo das enzimas
extracelulares; portanto, sera a técnica enfatizada neste TCC. Este processo utiliza um meio
fermentativo liquido, onde as fontes de nutrientes utilizadas sao sollveis e o desenvolvimento
do microrganismo se da em presenca de agua livre. O conteudo de agua nesse processo é
superior a 95% (ORLANDELLI et al., 2012).

Nos processos de fermentacdo em escala industrial sdo utilizados fermentadores com grande
capacidade de volume. J& em escala laboratorial, frascos (como exemplo, Erlenmeyers) e
agitadores de bancada sdo utilizados. A FS inicia-se com 0s processos prévios a fermentacéo,
também chamados processos upstream ou a montante da fermentacdo. A cultura estoque do
microrganismo a ser utilizada é cultivada em frascos que permanecem em agitacdo até que
seja atingida a fase de crescimento exponencial média ou tardia (ORLANDELLI et al., 2012).
Os meios de cultivo podem ser formulados a partir de matérias-primasnaturais (como residuos
agroindustriais), ou a partir de compostos quimicamente conhecidos (meio sintéticos). Esses
meios devem conter fontes de carbono (como farinhas amilaceas, melagos, licores de milho,
soja e outros cereais), fontes de nitrogénio (como farinha de peixe, gelatinas, licores de milho
e de soja), fatores de crescimento e micronutrientes (como extrato de levedura e farinhas de

sementes oleaginosas) (ORLANDELLI et al., 2012).
14



1.3.1Carboidratos — exopolissacarideos

Carboidrato ¢ a designacdo dada aos acgucares, compreendendo o grupo de mono, oligo e
polissacarideos eestes Ultimos sdo polimeros formados por muitos monossacarideos unidos
por ligacbes O-glicosidicas. Sabe-se que suas funcdes bioldgicas desempenhadas por eles
estdo relacionadas com a estrutura quimica, podendo ser ramificados ou lineares e de acordo
com 0s mondmeros presentes na molécula podem ser classificados em homopolissacarideos,
com apenas um tipo de monossacarideo, e heteropolissacarideos, dois ou mais tipos de

monossacarideos, apresentando diferentes configuragdes glicosidicas (REN et al, 2012).

Vérias glucanas, as quais sao um polissacarideo de monoémeros de glicose, unidos
por ligacdes glicosidicas, de cogumelos tém sido isoladas e caracterizadas, sendo relatados
seus efeitos imunomodulador, profilatico e antitumoral. As moléculas mais descritas e que
tém demonstrado atividade antitumoral sdo as que apresentam ligacdes [ (1—3) com

ramificag¢do (1—6)(KAGIMURA et al, 2015).

Os exopolissacarideos (EPS), os quais sdo macromoléculas naturais encontradas em todos
0s seres vivos constituindo um dos grupos de compostos de maior incidéncia na terra. Os
polissacarideos representam uma classe de macromoléculas, com ampla ocorréncia na
natureza e com alta capacidade de carregar informagdes bioldgicas, devido a sua grande
variabilidade estrutural. Sdo formados por unidades monossacaridicas unidas entre si por

ligacGes glicosidicas, podendo formar estruturas lineares ou ramificadas (SILVEIRA, 2015).

Os polissacarideos sdo sintetizados e acumulados geralmente apds a fase de crescimento
ou quando o organismo se encontra em condi¢cdes ambientais desfavoraveis, representando
uma estratégia metabdlica para sua sobrevivéncia, ja os EPS, sdo polissacarideos que sao
secretados para 0 meio externo. A sintese do EPS pode ser dividida em trés fases: assimilacédo
de substrato carbénico; sintese intracelular de polissacarideo e exsudacdo do polissacarideo
para 0 meio extracelular (DOMINATO, 2017).

Na area de alimento, a pululana (um tipo de exopolissacarideo) é usada como pro-bidtico
para promover seletivamente o crescimento de Bifidobacterium spp no intestino humano. Na
area da saude, alguns polissacarideos sdo usados como agentes antitumorais. Além de
apresentarem estas propriedades, estas biomoléculas sdo menos susceptiveis a variabilidade
em suas propriedades quimicas e fisicas, mantendo o padrdo de qualidade, pois sua producao
pode ser controlada cuidadosamente. Além disso, sua recuperacdo e purificacdo apresentam

dificuldades menores, comparadas as moléculas provenientes dos vegetais (PESSOA, 2016).
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Essas moléculas bioativas, principalmente os polissacarideos, podem ser extraidos e
isolados tanto do corpo de frutificacdo, do micelio e a partir do cultivo submerso (caldo
fermentado) de varias espécies do género Pleurotus (Tab. 1). A busca por estas moléculas
vem crescendo nos Gltimos anos, aumentado o interesse por estes polimeros, pois apresentam
aplicacbes para indastria alimenticia, exemplo pré-bidtico e suplemento alimentar,

farmacéutica, utilizados como veiculo de liberacdo de farmaco (PESSOA, 2016).

Tabela 1. Espécies produtoras de EPS do genéro Pleurotus.

FUNGO REFERENCIA

P. djamor DE BARBA et al., 2011
P. citrinopileatus SILVEIRA, 2015

P. ferulae WANG et al., 2014

P. florida var. blue DEY etal., 2012

P. geesteranus ZHANG et al.,2013

P. ostreatus var. florida INACIO et al.,2015
P.ostreatoroseus SILVEIRA, 2015

P. pulmonarius SILVEIRA, 2015

P. sajor caju BONOMINI et al., 2017
P. tuber-regium SILVEIRA, 2015

1.3.2 Proteases

Proteases ou peptidases, sdo enzimas responsaveis pela clivagem hidrolitica da ligacdo
amida entre os grupos carboxila e amina dos aminoacidos que formam as proteinas, sao
metabolitos primarios, produzidos no crescimento inicial do fungo. As peptidades podem ser
divididas em dois grandes grupos: as exopeptidases, que removem sequencialmente os
aminoécidos das extremidades N-iniciais ou C-terminais e as endopeptidades, responséveis
pela clivagem das ligacdes peptidicas internas (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas exploradas
industrialmente, respondendo pelo menos por 75% da producdo de enzimas disponiveis
comercialmente. Elas sdo usadas largamente na industria de detergentes, laticinios, carnes,
panificacdo, couro, e mais recentemente em sintese de peptideos e resolucdo racémica de
aminoacidos (GENIER, 2015; PESSOA,2016; ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).
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A producdo de proteases por microrganismos é muito influenciada por componentes do
meio, especialmente fontes de carbono e nitrogénio, e fatores fisicos tais como temperatura,
pH, tempo de incubacéo, agitacdo e a densidade do indculo (GENIER, 2015; PESSOA,2016).

O aumento da demanda por proteases com propriedades importantes principalmente no
setor industrial levou os biotecnologistas a explorar novas fontes de proteases. A maioria das
proteases flngicas tem caracteristicas neutras a ligeiramente &cidas. Dessa forma, o estudo
dessas enzimas aumentou nas Ultimas décadas, porém o conhecimento acerca de proteases de
basidiomicetes ainda € limitada. Em 2009, aproximadamente 60% das enzimas
comercializadas de fungos e apenas cinco originam de macrofungos (lacases, uma peroxidase
e uma fitase) ( INACIO et al., 2015).

Embora sejam reconhecidos pelo seu valor nutricional e a extracdo de compostos bioativos de
basidioma e miceélios, cogumelos ainda possuem muita informacéo inexplorada em relagédo a
algumas das enzimas que produzem, como proteases, as quais sao isoladas e identificadas.
Lentinula edodes destacou-se entre as maiores halo de atividade proteolitica usando o método
de selecdo em placas contendo caseina, ja& o género Pleurotus ficou em segundo lugar na
producdo de protease (INACIO et al., 2015).

Algumas espécies desse género por exemplo, P. ostreatus secreta tripsina extracelular durante
todo o seu desenvolvimento, P. eryngii destacou-se na producdo de protease, a Pleurerina, a
protease extraida de corpos frutiferos de P. eryngii com anti-HIV-1 a¢do, apresentou as
caracteristicas de uma protease aspartica devido a sua sequéncia N-terminal, que é diferente
de outras proteases fungicas asparticas. Porém, ouutras espécies desse genéro possuem

potencial para producéo de proteases ( Tab. 2) (INACIO et al., 2015).

Tabela 2. Espécies produtores de proteases do género Pleurotus

FUNGO REFERENCIA
P. citrinopileatus SILVEIRA, 2015
P. djamor BONOMINI et al., 2017
P. ostreatus var. florida KOMURA, 2009
P.ostreatoroseus FONSECA et al., 2014
P. sajor caju HEINZ et al., 2014
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a capacidade de producdo de proteases e exopolissacarideos a partir de

Pleurotusostreatus e Pleurotus eryngii.

2.2.0bjetivos especificos
e Analisar a influéncia de diferentes concentracdes de fontes nutricionais na producéo
EPS e proteases dos cogumelos por fermentacdo submersa.
e Extrair e quantificar os EPS a partir dos extratos brutos;
e Quantificar as proteases.

e Caracterizar as proteases quanto a temperatura e pH étimos de atividade.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Organismos, reativacao e manutencao das culturas

Nesta pesquisa foram avaliadas duas espécies de basidiomicetos mantidas no acervo da
Colecéo de Culturas do Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da Universidade do
Estado do Amazonas: Pleurotus ostreatus e Pleurotus eryngui.

A reativacdo das culturas preservadas em 6leo mineral foi realizada transferindo-se um
fragmento do micélio para a superficie de meio dgar Batata Dextrose com extrato de levedura
0,5% (p/v)] — BDA + YE, em placas de Petri (90 mm x 15 mm). A partir das culturas
reativadas estas foram mantidas em BDA + YE, sob refrigeracdo (4 °C) e 0s repiques
realizados a cada trés meses (KIRSCH et al., 2011).

3.2. Fermentacdo submersa para producdo de EPS e proteases

Para producéo de EPS e proteases dos basidiomicetos a fermentacdo submersa foi realizada
em frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL do meio de cultura com a seguinte
formulacéo: glicose (20g/L), peptona (10g/L), extrato de levedura (5g/L), com pH inicial de
6,2.

Com a finalidade de avaliar a influéncia da concentragdo das fontes nutricionais do meio de
cultura (citado acima) foi utilizado um planejamento fatorial 2° com 4 pontos centrais,
totalizando 12 experimentos (Barros Neto, 2002). Os niveis das variaveis analisadas estdo

demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Niveis dos fatores para avaliacdo da producéo de EPS e proteases de P.ostreatus e P.eryngii.

Niveis
Fatores
Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Extrato de levedura (g/L) 2 5 8
Glicose (g/L) 10 20 30
Peptona 5 10 15

A partir das culturas mantidas em BDA + YE (item 3.1) foram retirados 3 fragmentos de
micelio (&= 1cm) para serem adicionados aos meios de cultura, previamente esterilizados a
121 °C por 15 minutos. A fermentacdo submersa foi conduzida durante 15 dias a 25 °C sob
agitacdo constante de 150 rpm (KIRSCH et al., 2011).

3.3 Extracdo e quantificacdo de EPS

O meio liquido recuperado do processo fermentativo foi filtrado em papel de filtro (Whatman
N°.1) e ao filtrado foi adicionado etanol resfriado a 8 °C na propor¢do de 3:1 (etanol:
amostra). Ap6s 24 horas sob agitacdo (4 °C) a amostra foi centrifugada a 6000 rpm durante 10
minutos e o sobrenadante descartado. A amostra de EPS foi coletada e desidratada até

alcancar peso constante para quantificacdo a peso seco (KIM et al., 2005).

3.4 Determinaces da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada a 25 °C segundo Leighton et al., (1973). Para a
mistura reacional 150 pL do caldo fermentado foram homogeneizados com 250 pL de
substrato [(azocaseina 1,0% (p/v) (Sigma, St. Luis, MO USA)], em tampédo 0,2 M Tris-HCI,
pH 7,2. Decorridos 60 minutos de incubacdo por 1 hora em camara escura a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de acido tricloroacético 10% (p/v) e, em seguida as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos, a 8.000 x g a 4 °C. Do sobrenadante, 1,2 mL foram transferidos
para 1,4 mL de Hidréxido de Sodio 1M, procedendo-se a leitura em espectrofotdmetro a 440
nm. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz

de produzir um aumento na absorvancia de 0,1 em uma hora (TREMACOLDI et al., 2007).”
3.5 Caracterizagéo parcial quanto ao pH e temperatura 6timos de atividade proteolitica

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

nos seguintes tampd&es contendo azocaseina 1% (p/v): Solug¢do tampado citrato 0,1 M (pH 5-6),
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solucdo tampéo fosfato 0,1 M (pH 7-8) e solucdo tampdo carbonato-bicarbonato 23 de sddio
0,1 M (pH 9-10). As anélises foram realizadas por uma hora, a 25 oC, 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 tampédo 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 determinacao da atividade das proteases (SILVA, 2015).

3.5 Analises estatisticas

Os resultados experimentais foram expressos como média + erro padrdo da média e
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey para determinar a
significancia das diferencas observadas nas amostras, ao nivel de significancia de 5%. Os
dados relativos ao planejamento fatorial foram analisados utilizando o programa Statistica 8.0
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA, 2008).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Variaveis que influenciam no crescimento e producdo de exopolissacarideos de P.eryngii
e P.ostreatus.

Os resultados obtidos dos 24 ensaios do planejamento fatorial para a producdo de EPSde
P.eryngii e P. ostreatusnos diferentes meios de cultivo estdo mostrados na Tabela 4. Os
dadosindicam que da totalidade de experimentos realizados, a producao de EPS de P.erynngii
apresentou variacdo de 1,08 g/L a 3,98 g/L (ensaios 1 e ponto central) e para P. ostretatus
variacdo de 0 g/L a 3,67 g/L (ensaios 1 e 8),valores minimos e maximos, respectivamente.

Quanto aos exopolissacarideos, foram produzidos em gquantidade maior no ponto central,
para as duas espécies estudadas como mostra na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados do planejamento fatorial 2° com 4 pontos centrais para producéo de
EPS.

Variaveis analisadas (g/L) EPS (g/L) EPS (g/L)

ENSAIOS - P. eryngii P. ostreatus
Extrato de Levedura Glicose Peptona '

1 2 10 5 1,08 0

2 2 10 15 1,11 1,13
3 2 30 5 2,35 2,35
4 2 30 15 2,42 2,42
5 8 10 5 2,21 0

6 8 10 15 2,69 2,09
7 8 30 5 3,48 2,39
8 8 30 15 3,72 3,67
PC 5 20 10 3,34 2,14
PC 5 20 10 3,01 3,01
PC 5 20 10 3,12 2,11
PC 5 20 10 3,98 1,72

A producédo de EPS por fungos depende do tipo de fonte de carbono e da concentracdo
usada. Em geral, se a fonte de carbono pode ser metabolizada pelo fungo, ela também pode
promover a producdo de EPS, mas nem sempre na mesma extensdo, além disso, quando a
fonte de carbono do meio é insuficiente para o crescimento micelial e considerando os dias de
fermentacdo, o EPS é utilizado como fonte de carbono para o desenvolvimento do fungo
(HONRICAR,2014).

Portanto, os meios com fonte de carbono em concentragfes mais baixas (ensaios 1, 2 e 5) para
P. ostreatus, tiveram a sua producdo de EPS comprometida, também pode-se observar no
ensaio 5 a producdo de EPS para P. eryngii foi extremamente baixa. A diferenca entre essa

producdo pode ser justificada, isso porque existe a capacidade diferenciada de cada espécie
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sobreviver em condicdes limitantes de glicose, onde foi verificada uma resisténcia maior a
essa falta na espécie de P. eryngii (BARBOSA et al., 2004; HONRICAR,2014).Além disso,
segundo Barbosa et al., 2004, em seus estudos verificou quepolissacarideos sdo produzidos
geralmente sob condicGes de nitrogénio limitantes e que altos niveis de nitrogénio no meio de
cultivo reprimem a formagao de EPS, corroborando com os resultados encontrados no ensaio
6.

Sendo necessario balancear as concentracfes de glicose e extrato de levedura e peptona
em um meio de cultivo para que a producdo seja significante, em algumas espécies desse
género (BARBOSA et al., 2004; HONRICAR,2014; INACIO et al.,2015).

As Figuras 4 e 5mostram os valores dos efeitos estimados relativos a producdo de EPS. No
grafico de Pareto as varidveis e interacGesentre as variaveis estdo representadas por siglas e
letras no eixo vertical e a linha vertical é usada para julgar quais os efeitos sdo
estatisticamente significativos. As barras que se estendem além dessa linha correspondem aos
efeitos estatisticamente significativos com um nivel de 95% de significancia. Portanto, para as
duas espécies de cogumelos estudadas, as variaveis peptona, extrato de levedura e a glicose,

quando analisadas separadamente e suas interacGes, ndo foramestatisticamente significativas.

Figura 4. Gréafico de Pareto dos efeitos das varidveis extrato de levedura (1),Glicose (2),
Peptona (3), na produgdo de EPS de P.eryngii.
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Figura 5. Gréfico de Pareto dos efeitos das variaveis Extrato de levedura (1), Glicose (2),
Peptona (3), na producdo de EPS de P.ostreatus
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4.2 Variaveis que influenciam na atividade proteolitica de P.eryngii e P.ostreatus.

Os dadosindicam que da totalidade de experimentos realizados, a atividade proteolitica de
P. eryngii apresentou variacdo de 2,33 U/mL a 5,28 U/mL(ensaios 4 e 6) e para P. ostreatus
variacdo de 0,66 U/ml+ 0,04 a 3,04+ 0,38 (ensaios 1 e 5),valores minimos e maximos,
respectivamente.

Quanto aatividade proteolitica, foi possivel observar que foram produzidas em quantidade

maior no ensaio 6 para P.eryngii e no ensaio 5 para P.ostreatus como mostra na Tabela 5.
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Tabela 5- Resultados do planejamento fatorial 2° com 4 pontos centrais para atividade

proteolitica.
Variaveis analisadas (g/L) At'v'da(dj /Pnrl?;eolltlca p?(t)lt\ég?t?cea
ENSAIOS P.eryngii (U/mL)
P.ostreatus
Extrato de Levedura Glicose Peptona
1 2 10 5 2,56 0,66
2 2 10 15 4,68 2,13
3 2 30 5 2,40 1,71
4 2 30 15 2,33 2,95
5 8 10 5 3,266 3,04
6 8 10 15 5,28 2,93
7 8 30 5 4,06 2,13
8 8 30 15 4,35 2,86
PC 5 20 10 2,44 2,79
PC 5 20 10 2,55 2,68
PC 5 20 10 2,71 2,71
PC 5 20 10 2,53 2,66

Em relacdo ao efeito das variaveis,foi possivel verificar que, com excecdo da

concentracdo do Extrato de Levedura, para P. eryngii, todas as outras duas variaveis, quando

analisadas separadamente, influenciaram de forma significativa na atividade proteolitica.

Entre as varidveis testadas, peptona como fonte de nitrogénio e a glicose como fonte de

carbono favoreceram as maiores atividades proteoliticas, expressando o maior valor de

atividade nos ensaios 6 (Figura 6).

Pode-se observar também que a interacdo de glicose e peptona em niveis inferiores foi a

terceira maior interacdo significativa, comportando-se de forma igual a interacdo em niveis

inferiores de extrato de levedura e peptona, sendo a quarta maior significativa (Figura 6).
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Figura 6. Grafico de Pareto dos efeitos das varidveis Extrato de levedura (1), Glicose (2), Peptona (3)
na atividade proteolitica de P.eryngii.
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Concernente ao efeito das varidveis analisadas na fermentacdo de P.ostreatus, foi possivel
verificar que todas as varidveis quando analisadas juntas e separadamente foram
significativas, sendo a maiores concentracbes em niveis inferiores, com a interacdo entre

extrato de levedura e glicose, em seguida, a peptona, observado na figura 7.

Figura 7. Grafico de Pareto dos efeitos das varidveis Extrato de levedura (1), Glicose (2), Peptona (3)
na atividade proteolitica de P.ostretus.
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Segundo In&cio et al., 2015, as enzimas parecem ter uma relacao estreita com o habito
de fungos saprofitos, como por exemplo, P. pulmonarius, que geralmente cresce em madeira
morta, secreta subtilisina, mas ndo produz tripsina, porém, a espécie P. ostreatus, que cresce
em hospedeiros vivos, secreta tripsina extracelular durante todo o seu desenvolvimento. A
presenca de tecidos vivos como hospedeiros podem estar relacionados a expressdo de

proteases do tipo tripsina ou proteases no geral.

Ainda nos estudos de Inécio et al., 2015 verificou-se que a deplecéo de nitrogénio no meio
estimula a secrecdo de proteases por fungos, ou seja, a fonte de nitrogénio em niveis baixos
no meio pode favorecer a producdo de proteases, como mostrado na Figura 7, onde a
concentracdo de peptona € signicativa no crescimento do fungo quando em niveis inferiores
(INACIO et al., 2015).

No entanto, Zorn et al. 2005 consideram que a existéncia de nitrogénio parece estimular a
producdo de proteases por fungos, além disso meios contendo soja, caseina, gelatina, milho e
levedura sdo comumente usados para produzir proteases em alguns tipos de fungos, como
verificado nesse estudo para P.eryngii, verificado na figura 6.

Além disso, Zorn et al. 2005 em seus estudos afirmamtambém que outras fontes nutricionais
como amido, lactose e cevada também séo usados para obtencdo de proteases, mas que altas
concentragdes de carboidratos inibem a producgéo de enzimas, assim, meios que possuam uma
guantidade muito grande em fonte carbono tém suas atividades protedsicas comprometidas,
resultado que corrobora o grafico de Pareto, na figura 7. Dessa forma, meios com os dois tipos
de fonte nutricionais (carbono e nitrogénio) interagindo em niveis inferiores também podem
produzir proteases de forma significativa (Fig.7).

Essa diferenca entre as atividades proteoliticas das espécies € observada através de
estudos,0s quais mostram que a eficdcia 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 aeragdo, tamanho e idade do indculo, tempo de incubacdo e pH influenciam no
desenvolvimento do micélio, na formacdo de metabdlitos priméarios e na absorcdo de 33
nutrientes (ANBU et al., 2009; BACH et al., 2012).

Além disso, um outro estudo realizado com P.ostreatoroseus, mostra que atividade
proteolitica com o meio com amido e gelatina com concentrag¢fes iguais correspondeu a maior

atividade proteolitica (3,66 U/mL + 0,66) (SILVA,2015).A atividade proteolitica maior foi
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encontrada quando realizada com a espécie de P.eryngii, que segundo, Inéacio et al. 2015, em
estudo com mais de 6 espécies de basidiomicetos do género Pleurotus, constatou que a maior

atividade protedsica era verificada quando em fermentacGes realizadas com P.eryngii.

4.3 Caracterizacdo parcial das enzimas proteoliticas

4.3.1 Efeitos do pH e temperatura na atividade de proteases

O critério de avaliacdo para a realizacdo da atividade de pH e temperatura 6tima de
atividade de proteases foi 0 ensaio que expressou a maior atividade proteasica, destacando- se
P.eryngii. O efeito do pH na atividade proteasica foi avaliado na faixa de pH entre 5e 10 e a
atividade o6tima foi determinada em pH 6 (Figura 8). Além disso, o grafico mostra também
que apesar da atividade 6tima ter sido em pH 6, ndo houve variacdo muito significante entres

os valores avaliados para os demais pHs.

Figura 8. Efeito do pH na atividade de proteases produzida por P. eryngii.
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Estes resultados estdo em concordancia com os encontrados na literatura, ja que
espécies do género Pleurotus apresentam enzimas coagulantes com atividade na faixa pH
desde o levemente acido pH 5,0 e 6,0 para Pleurotus eryngii(FONSECA, 2013). De modo
semelhante, estudos realizados por Fonseca et al. (2014) quando P. ostreatoroseus
foisubmetido a fermentacdo, o pH de atividade étima das proteases variou de 6,0, a 8,0.

De acordo com Jisha et al. (2013) proteases com pH 6timo variando de 5 a 8 tém aplicacdo
em diversos segmentos industriais, inclusive na formulacdo de detergente e na industria
alimenticia.

O efeito da temperatura na atividade da enzima foi determinado entre 25 a 70°C. Nestas

condicBes, as enzimas de P. eryngii demonstraram atividade 6tima a 50° C, porém tendo um
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decréscimo minimo em 60° C (Figura 9), seguido de decréscimo. Em temperaturas elevadas,
as enzimas sofrem desnaturagdo protéica, pois as ligagdes 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 Hypsizigusmarmoreus, foi determinada a 50 °C,

respectivamente.

Figura 9. Efeito da temperatura na atividade de proteases produzida por P. eryngii.
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5. CONCLUSAO

Os dados obtidos através do planejamento fatorial mostraram que P.eryngii e P.ostreatus
sintetizaram e excretaram proteases e destas, P. eryngii foi espécieque expressou quantidade
significativa de enzimas que sdo influenciadas por mecanismos regulatérios fisicos e

guimicos. Em contrapartida, na sintese de exopolissacarideos as duas espécies nao

expressaram resultados significativos.
Dessa forma, esse trabalho mostra a necessidade de existir uma continuacdo de estudos

voltados a producdo de EPS e uma otimizagdo para proteases, em busca de aplicar tais

enzimas no ramo industrial.
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