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RESUMO: A renina ¢ um complexo natural de enzimas (endopeptidases asparticas) utilizada na producao de queijos, extra-
ida principalmente de estdmagos de bezerros jovens. A maior demanda por queijos e o alto custo da renina tém incentivado
a procura de fontes alternativas de proteases. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi verificar as condigdes de tempo e
temperatura para a producao de biomassa, exopolissacarideos (EPS) e proteases por Pleurotus ostreatus em cultivo liquido.
O micélio foi crescido em meio Pontecorvo, enriquecido com proteina isolada a 22, 25 ou 28°C, com amostragens aos 3, 6,
9, 14 e 17 dias de cultivo. A biomassa foi separada por centrifugagcdo; EPS foram determinados por precipitagdo com etanol
e a atividade proteolitica determinada pela acdo do extrato enzimatico sobre caseina soluvel alcalina 1% (m/v). Verificou-se
que tanto o tempo quanto a temperatura afetaram (p<0,05) a producdo de biomassa, EPS e proteases. Concluiu-se que a maior
producdo de biomassa de P. ostreatus ocorre apds nove dias de cultivo a 25°C; a producdo de EPS aumenta com a ampliagdo
do tempo de cultivo, com maior producdo a 22°C; e a maxima producdo de proteases ocorre aos 14 dias de cultivo a 28°C.
PALAVRAS-CHAVE: Pleurotus ostreatus. Queijo. Enzima. Temperatura. Exopolissacarideo.

BIOMASS, EXOPOLYSACCHARIDE AND PROTEASE PRODUCTION BY PLEUROTUS OSTREATUS IN
LIQUID CULTIVATION

ABSTRACT: Rennet is a natural complex of enzymes (aspartic endopeptidases) and is often used in the production of
cheese. Those enzymes (proteases) are extracted from abomasums of young ruminant animals. The high cheese demand
associated with the high curdle cost have been stimulated the searching for alternative protease sources. The objective of this
study was to verify the time and temperature conditions for biomass, exopolysaccharide (EPS) and protease production by
Pleurotus ostreatus in liquid cultivation. The mycelium was grown in Pontecorvo medium added with isolated soy protein
(5%) and maintained at 22, 25 or 28°C, with samplings at 3, 6, 9, 14 or 17 days of cultivation.

The biomass was separated by centrifugation, EPS were separated by ethanol precipitation and the proteolytic activity was
determined by enzymatic extract action on alkaline soluble casein 1% (m/v). It was verified that time and temperature affect
(»=<0.05) biomass, EPS and protease production. Most of P. ostreatus biomass production occurs after nine days of cultivation
at 25°C. EPS production rise with increasing of cultivation time, with higher production at 22°C. Higher protease activity
occurs at 28°C on 14 days of cultivation.

KEYWORDS: Pleurotus ostreatus. Cheese. Enzyme. Temperature. Exopolysaccharide.

PRODUCCION DE BIOMASA, PROTEASAS Y EXOPOLISACARIDOS POR Pleurotus ostreatus EN CULTIVO
LiQUIDO

RESUMEN: La renina es un complejo natural de enzimas (endopeptidasas asparticas) utilizada en la produccion de quesos,
extraida principalmente de estdbmagos de becerros jovenes. La mayor demanda por quesos y el alto costo de la renina ha
incentivado la busqueda de fuentes alternativas de proteasas. Asi que, el objetivo de esta investigacion fue verificar las con-
diciones de tiempo y temperatura para la produccion de biomasa, exopolisacaridos (EPS) y proteasas por Pleurotus ostreatus
en cultivo liquido. El micelio crecié en medio a Ponte corvo, enriquecido con proteina aislada a 22, 25 o 28°C, con muestras
alos 3, 6,9, 14 y 17 dias de cultivo. Se separ6é la biomasa por centrifugacion; EPS fueron determinados por precipitacion
con etanol y la actividad proteolitica determinada por la accion del estrato enzimdtico sobre caseina soluble alcalina 1%
(m/v). Se verificd que tanto el tiempo como la temperatura afectaron (p<0,05) a la produccion de biomasa, EPS y proteasas.
Se concluye que la mayor produccién de biomasa de P. ostreatus ocurre tras nueve dias de cultivo a 25°C; la produccion de
EPS aumenta con la ampliacion del tiempo de cultivo, con mayor produccion a 22°C; y la méxima produccion de proteasas
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ocurre a los 14 dias de cultivo a 28°C.

CAMPOS et al.

PALABRAS CLAVE: Pleurotus ostreatus. Queso. Enzima. Temperatura. Exopolisacaridos.

Introducao

Ahidrolise enzimatica da caseina ¢ realizada por en-
dopeptidases do grupo aspartil-protease (EC 3.4.23), hidroli-
sando na ligacdo peptidica entre a Phe (105) e a Met (106) da
K-caseina, provoca a desestabilizacdo da micela com conse-
qiiente precipitacdo da caseina do leite (ORDONEZ, 2005).
A precipitacdo proteica da caseina ¢ amplamente utilizada
na producdo de queijos, sendo a principal fonte de proteases
o estomago de bovinos jovens. O uso destes animais para a
producdo enzimatica tem encontrado alguns entraves éticos
com consequente elevagio de preco (BONISCH; HEIDE-
BACH; KULOZIK, 2008). Desta forma, este tema tem des-
pertado a atencdo da comunidade cientifica na procura por
fontes alternativas as proteases de origem de animal.

Virios trabalhos relatam o uso de fontes alternati-
vas de proteases obtidas de plantas como Cynara carduncu-
lus spp. flavescens (BONISCH; HEIDEBACH; KULOZIK,
2008), Cynara scolymus, Cynara humilis (ESTEVES; LU-
CEY; PIRES, 2002), Eriosema psoraleoides, Eriosema ellip-
ticum, Adenolichos anchietae (LOPES et al., 1998), Albizia
lebbeck, Helianthus annuus (EGITO et al., 2007), Ficus cari-
ca, Ananas sativa, Carica papaya e Ricinus communis (RA-
POSO; DOMINGOS, 2008); de microrganismos como o0s
fungos Mucor miehei, Mucor pusillus, Endothia parasitica,
Aspergillus oryzae, Irpex lactics (MOHANTY, 1999), Rhi-
zopus oryzae (KUMAR et al., 2005), Penicillium oxalicum
(HASHEM, 1999); de bactérias como Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp. (OKAMURA-MATSUI et al., 2001), Ba-
cillus subtilis e Bacillus cereus (CAVALCANTI et al., 2004;
DUTT et al., 2008), além de genes codificadores de proteases
de bezerros clonados em células de Escherichia coli, Saccha-
romyces cerevisae, Kluyveromyces lactics, Aspergillus niger,
A. oryzae, Aspergillus nidulans, Trichoderma reesei (NEE-
LAKANTAN; MOHANTY; KAUSSIHIK, 1999), B. subtilis
e Proteus mirablilis (MOHANTY, 1999).

Os basidiomicetos foram pouco investigados quanto
a capacidade de produzir proteases para producao de queijos.
O género Pleurotus compreende um grupo de cogumelos co-
mestiveis de interesse comercial devido a seu sabor refinado
(SHARMA; MADAN, 1993; COLAUTO; EIRA, 1995), ca-
pacidade de produzir biocompostos antitumorais (WASSER;
WEIS, 1999), hipocolesterolémicos (HOSSAIN et al., 2003),
antivirais, antibioticos, antiinflamatorios, antioxidantes en-
tre outros (COHEN; PERSKY; HADAR, 2002). O cultivo
deste fungo vem crescendo devido principalmente a menor
complexidade das técnicas de cultivo, e sua capacidade de
adaptar-se a diferentes meios de crescimento (COLAUTO;
EIRA; MINHONI, 1998; RINKER et al., 1999; MANTO-
VANI et al., 2008), gracas a sua capacidade em produzir uma
grande variedade de enzimas (COHEN; PERSKY; HADAR,
2002), incluindo enzimas necessarias para a hidrélise do leite
(VENABLES; WATKINSON, 1989).

O cultivo liquido de fungos possui vantagens como
a facil separacdo de biocompostos de interesse comercial
como biomassa, exopolissacarideos (EPS) e enzimas. Des-
ta forma, devido a importancia nutricional e terap€utica do
género Pleurotus, da sua capacidade de adaptagdo a diferen-

tes meios de cultivo e da necessidade de desenvolvimento
de tecnologias para obtencdo de bioprodutos de importancia
industrial, comercial e funcional; este trabalho teve como ob-
jetivo verificar as condigdes de tempo e temperatura para a
producdo de biomassa, EPS e proteases por Pleurotus ostre-
atus em cultivo liquido.

Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados na Universida-
de Paranaense - Campus I de Umuarama, Laboratério de
Biologia Molecular. Utilizou-se a linhagem de P. ostreatus
U10-6, pertencente & micoteca do Laboratorio de Biologia
Molecular. O fungo foi transferido para placas de Petri con-
tendo agar-extrato de malte (AEM) previamente esterilizado
a 121°C por 20 min. As placas foram dispostas aleatoriamen-
te em estufa a 25°C. Micélio com crescimento homogéneo
e sem setoriamento foi selecionado para compor o inéculo.
Para o cultivo em meio liquido foi utilizado meio Pontecorvo
composto por 10 g/L de glicose, 6 g/L de NaNO,, 1,5 g/L
de KH,PO,, 0,5 g/L de KCI, 0,5 g/L de MgSO,, 0,01 g/L de
FeSO,, 0,01 g/L de ZnSO, (PONTECORVO et al., 1953) e
enriquecido com 5 g/L de proteina isolada de soja. 25 mL de
meio de cultura foram transferidos para Erlenmeyers de 125
mL e autoclavados a 121 °C por 20 min. Trés discos de AEM,
contendo o micélio do fungo crescido, foram inoculados em
cada Erlenmeyer, que por sua vez foram armazenados em
estufa estatica a 22°C, 25°C ou 28°C. Quatro Erlenmeyers
foram retirados aos 3, 6, 9, 14 e 17 dias de cultivo e avalia-
dos quanto a producdo de biomassa, EPS totais e atividade
proteolitica.

Determinac¢ao da biomassa

Para determinacdo de biomassa o meio de cultivo
foi homogeneizado com bastdo de vidro e centrifugado a
5000 g por 15 min a 4°C. O sobrenadante (extrato bruto) foi
transferido para novo frasco. A massa micelial precipitada
foi desidratada a 105°C e apds obten¢do de massa constante,
mensurada em miligramas (NAIAL, 1976).

Determinacao de EPS

Para determinacao de EPS totais, 15 mL do extrato
bruto foram misturados a 45 mL de etanol e mantidos a 5°C
por 12 h. Os EPS totais foram entdo separados com nova
centrifugacdo a 5000 g por 10 min a 4°C. O precipitado foi
desidratado a 60°C, até massa constante, e mensurado em mi-
ligramas (NAIAL, 1976).

Determinacio de atividade proteolitica

Para determinagdo da atividade proteolitica 0,5 mL
do extrato bruto foi misturado a 2,5 mL de caseina solavel
alcalina 1% (m/v), preparada em tampao fosfato de potéssio
0,02 M (pH 6,5). A mistura foi mantida a 35°C por 20 min e
a reacdo paralisada pela adi¢do de 2,5 mL de 4acido tricloroa-
cético (0,44 M). O precipitado foi removido em nova centri-
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fugagdo a 9000 g por 15 min a 5°C. A quantidade de proteina
liberada foi mensurada pela mistura de 1,0 mL do sobrena-
dante a 2,0 mL de reagente de Biureto. A mistura foi mantida
a 35°C por 20 min ¢ a absorvancia mensurada a 540 nm. Uma
unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para aumentar a absorvancia em 0,1 uni-
dade em 60 min a 35°C (ARIMA; YU; IWASAKI, 1970).

Resultados e Discussao

Pode-se observar que tanto o tempo quanto a tem-
peratura afetaram significativamente a produgao de biomassa
(Figura 1). O pico de produgdo de biomassa ocorreu em nove
dias de cultivo em fase estacionaria. Apds este periodo ocor-
reu declinio da biomassa micelial, indicando inicio da fase de
morte celular. Os fungos do género Pleurotus sdo excelentes
produtores de biomassa, sendo um dos mais cultivados devi-
do a sua rusticidade e alta eficiéncia biologica (COLAUTO;
EIRA; MINHONI, 1998). Wu et al. (2003) mostraram que a
curva de crescimento micelial de Pleurotus tuber-regium em
meio liquido apresentou rendimento maximo de biomassa
aos 20 dias de cultivo a 30°C. Os resultados encontrados nes-
te trabalho para P. ostreatus demonstram que esta linhagem
atinge sua maxima producdo de biomassa em menor tempo,
demonstrando a maior rusticidade e capacidade metabdlica.

15,0
13,0
11,0
9.0
7,0

5,0

Produgiio de biomassa (mg mL™")

3,0

Figura 1. Producdo de biomassa de Pleurotus ostreatus em
fun¢do do tempo e da temperatura de cultivo. Letras diferen-
tes indicam diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de
Tukey.

A melhor temperatura de cultivo para produgio de
biomassa foi de 25°C independente do tempo de cultivo (Fi-
gura 1). A temperatura afeta a velocidade das reacdes enzi-
maticas, determinando a sintese de energia metabolica e bio-
massa. Ademais, o crescimento microbiano ¢ um processo
exotérmico e a temperatura deve seguir um balango entre a
manutencdo de energia para as reagdes enzimaticas e a remo-
¢do do excesso de calor eventualmente gerado (MITCHELL;
LONSANE, 1992; GHILDYAL et al., 1994). Os basidiomi-
cetos possuem uma faixa bastante estreita de temperatura
ideal de crescimento, conforme descrito para Agaricus bra-
siliensis (COLAUTO et al., 2008). Zadrazil (1978) constatou
que a temperatura 6tima de crescimento micelial de Pleuro-
tus eryngii foi de 25°C. Os resultados encontrados neste tra-
balho concordam com os relatados na literatura, ja que houve
diferenca (p<0,05) na produgdo de biomassa, mesmo com a
diferenga de apenas 3°C, demonstrando alta sensibilidade do
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fungo quanto a esta variavel. Isto evidencia a importancia
da rigorosa manuten¢ao do cultivo a 25°C para producao de
biomassa micelial por P. ostreatus em cultivo liquido.
e ms e amc
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Figura 2. Producdo de exopolissacarideos totais por Pleu-
rotus ostreatus em funcdo do tempo ¢ da temperatura de
cultivo. Letras diferentes indicam diferengas significativas
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

A sintese de EPS foi diretamente proporcional ao
tempo de cultivo independente da temperatura. A maior pro-
ducdo de EPS ocorreu no 17° dia de cultivo a 22°C (Figura
2). Isto demonstra que o aumento na produgdo de EPS ocorre
quando o fungo entra na fase estacionaria e de morte celular.
A produgao de EPS por fungos do género Pleurotus tem sido
descrita em diferentes condigdes de cultivo liquido (BURNS
et al., 1994) e em estado s6lido (BURNS et al., 1994; GUTI-
ERREZ; PIETRO; MARTINEZ, 1996). Maziero, Cavazzoni
e Bononi (1999) selecionaram 56 espécies de basidiomicetos
para a producdo de EPS em cultivo submerso. Os resultados
apontaram que 70% das espécies estudadas produziram EPS
em maiores quantidades apds 14 dias de cultivo. No presente
estudo, observou-se que quando o fungo entra na fase esta-
cionaria e de morte celular ocorre um aumento significativo
(»<0,05) da produgdo de EPS. Os polissacarideos constituem
um importante percentual da biomassa fingica, podendo
compor até 75% da parede da hifa. Os EPS s@o produzidos
pelos fungos como uma forma de protecdo e de aderéncia,
sendo encontrados ligados a superficie das células ou excre-
tados no meio de cultivo (SUTHERLAND, 1998). Alguns
polissacarideos (glicanas) constituem uma capa extracelular
que proporciona um suporte para adesdo das enzimas ex-
cretadas. Outro aspecto importante ¢ a capacidade que estes
compostos possuem de manter a estabilidade do pH 6timo
para a acdo das enzimas, que auxilia a regulacdo dos substra-
tos e produtos enzimaticos como a concentracdo de glicose
extracelular (SILVA et al., 2006). Desta forma, o aumento
de EPS durante o cultivo é coerente com o aumento da bio-
massa fungica, nao sendo utilizado pelo fungo como reser-
va de carbono para manutengdo, mas provavelmente como
suporte fisico para manutencdo do crescimento e protegao.
Outra possibilidade ¢ que o fungo tenha sua producao de EPS
induzida durante o cultivo para compensar a velocidade das
reagdes enzimaticas, pela redugdo da concentragdo de subs-
tratos prontamente disponiveis e com maior facilidade de as-
similag@o, bem como para compensar a redug@o de agua livre
apos o crescimento fingico. Ademais, ao final do cultivo a
quantidade de EPS foi maior a 22°C, indicando a indugéo

Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v.13, n.1, p. 19-24, jan./jun. 2010



22 Produgao de biomassa, proteases...

da producao de EPS. A maior produgdo de EPS pode estar
relacionada a menor velocidade das reagdes enzimaticas a
22°C, desta forma houve indugdo de produgdo de EPS para
compensar as dificuldades ambientais e manter a disponibi-
lizagdo de nutrientes.

~€-22 C @25 C 428 C
0,50

0,45

o
FY
S

Atividade proteolitica (U mL-")

0,15

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo de cultivo (dias)
Figura 3. Atividade proteolitica de Pleurotus ostreatus em
fun¢do do tempo e da temperatura de cultivo. Letras dife-
rentes indicam diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste
de Tukey.

Observou-se maior atividade proteolitica aos 14
dias de cultivo para todas as temperaturas analisadas, com
valor maximo a 28°C (Figura 3). A maxima atividade pro-
teolitica foi atingida cinco dias apos o pico de producdo de
biomassa (Figura 1). As proteases extracelulares tém a fun-
¢do de liberar aminoacidos do meio de cultivo tanto para a
sintese de proteinas flingicas como para a produgdo de ener-
gia pelo metabolismo das proteinas. Desta forma, a provavel
reducdo de carbono do meio de cultivo, apds nove dias, pode
ter induzido a sintese de proteases exdgenas para a liberagdo
do carbono proteico e produgdo de energia. Isso explicaria
o aumento da atividade proteolitica aos 14 dias de cultivo,
quando a biomassa esta em fase estacionaria. Ja apos 14 dias
de cultivo houve inicio da morte celular com consequente
reducdo da atividade proteolitica (Figura 1 e 3). A produgao
de proteases por diferentes microrganismos tem sido relata-
da na literatura, especialmente em cultivo liquido submerso
(ROMERO et al., 2001; SINGH; BATRA; SOBTI, 2001).
As proteases de origem microbiana correspondem a cerca de
40% do total mundial de enzimas comercializadas e possuem
a maioria das caracteristicas desejadas para aplicacdo em
biotecnologia com custo de produgdo menor que enzimas de
origem vegetal ou animal (SAID; PIETRO, 2002). Estudos
descrevem a producao de proteases por Penicillium chrysoge-
num (BENITO et al., 2002), Penicillium sp. (GERMANO et
al., 2003), Aspergillus parasiticus (TUNGA; SHRIVASTA-
VA; BANERIEE, 2003) e Streptomyces clavuligerus (MO-
REIRA et al., 2001). Para basidiomicetos a literatura relata
atividade proteolitica (SABOTIC et al., 2007) para P. eryngii
(WANG; NG, 2001), Agaricus bisporus (BURTON et al.,
1993), Armillariella mellea (KIM; KIM, 1999), Flammulina
velutipes (SHIN; CHOI, 1998), Grifola frondosa NONAKA
et al., 1997), P. ostreatus ¢ Lentinula edodes (TERASHITA
et al., 1985).

Os resultados descritos neste trabalho demonstram
que P, ostreatus produz quantidades substanciais de protea-
ses e que a temperatura apresentou um efeito positivo na pro-
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dugdo destas enzimas, sendo a maxima produgdo obtida aos
14 dias de cultivo a 28°C. Associar a produgio de proteases a
producdo de biomassa ¢ EPS ¢ de grande interesse industrial,
pois estes compostos podem ser separados ¢ comercializa-
dos individualmente ou ainda, produzidos como um conjunto
proteolitico para introdugdo em alimentos como queijos. Isso
poderia substituir enzimas animais e introduziria no alimento
biomassa e EPS com propriedades nutricionais e medicinais,
podendo impulsionar a produ¢@o de alimentos funcionais e o
aumento do valor agregado do produto.

Conclusoes

A maior produgio de biomassa de P. ostreatus ocor-
re em nove dias de cultivo a 25°C. A produgdo de EPS ¢ di-
retamente proporcional ao tempo com produgdo maxima em
17 dias de cultivo a 22°C. Ja a maxima producdo de proteases
ocorre aos 14 dias de cultivo a 28°C.
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