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RESUMO: Basidiomicetos tém sido amplamente utilizados como produtores de enzimas, no entanto sdo pouco explorados
quanto a sua capacidade de producdo de proteases. Estes fungos sdo reconhecidos pelas suas propriedades antitumorais,
hipocolesterolémicas, antimutagénicas, antioxidantes entre outras. Assim, a associacdo destas propriedades aos derivados
do leite pode potencializar estes produtos como alimentos funcionais. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi selecionar
basidiomicetos produtores de proteases, com potencial uso no processo de fabricacdo de derivados do leite. Foram utilizadas
27 linhagens de fungos crescidas em meio minimo adicionado de 0,2% de caseina. A atividade proteolitica foi verificada pela
formagdo de halo pela adigdo de uma solugdo saturada de (NH,),SO,. Concluiu-se que a produgdo de proteases nio apre-
senta relagdo com o crescimento micelial. O melhor produtor de proteases ¢ a linhagem Lentinula edodes U8/1, seguida por
Pleurotus sp (U2/9, U6/10 e U2/11). Os basidiomicetos Agaricus blazei (U4/3), Agaricus sp (U5/1), Flamulina sp (U5/4),
Lycoperdon sp (U8/8), Agaricus blazei (U2/7), Agaricus blazei (U7/2), Agaricus blazei (U7/4) e Agaricus blazei (U7/5) ndo
produzem proteases suficientes para serem medidas pela metodologia. Desta forma, estes resultados embasam o uso de Len-
tinula edodes e Pleurotus sp para o desenvolvimento de potenciais aplicacdes na hidroélise de proteinas em alimentos.
PALAVRAS-CHAVE: Basidiomicetos. Protease. Caseina. Screening.

SELECTION OF PROTEOLYTIC BASIDIOMYCETES

ABSTRACT: Basidiomycetes have been widely used as enzyme producers, but are poorly explored about their ability to
produce protease. These fungi are known as antitumor, cholesterol-lowering, antimutagenic, antioxidant among other biolo-
gical activities. Thus, the combination of basidiomycete properties to dairy products can improve them as functional foods.
Therefore, the objective of this work was to screen basidiomycete protease producers to prospect the use of these fungi on
dairy products. 27 basidiomycete strains grown on minimal medium supplemented with 0.2% casein were used. The pro-
teolytic activity was verified by halo formation after a (NH,), SO, saturated solution addition on the culture medium. The
production of proteases is not associated with mycelial growth. The best producers of proteases is Lentinula edodes U8/1 and
after Pleurotus sp (U2/9, U6/10 e U2/11). The basidiomycetes of Agaricus blazei (U4/3), Agaricus sp (U5/1), Flamulina sp
(U5/4), Lycoperdon sp (U8/8), Agaricus blazei (U2/7), Agaricus blazei (U7/2), Agaricus blazei (U7/4) and Agaricus blazei
(U7/5) do not produce enough proteases to be measured by the methodology. Thus, these results support the use of Lentinula
edodes and Pleurotus sp as potencial basidiomycetes for protein hydrolysis on food.

KEYWORDS: Basidiomycetes. Protease. Casein. Screening.

SELECCION DE BASIDIOMICETOS PROTEOLITICOS

RESUMEN: Basidiomicetos han sido ampliamente utilizados como productores de enzimas, pero poco exploradas en su
capacidad de produccion de proteasa. Estos hongos son reconocidos por sus propiedades antitumorales, reductor de coles-
terol, antimutagénicos, antioxidantes entre otras. Asi, la asociacion de estas propiedades a los derivados de la leche puede
potencializar estos productos como alimentos funcionales. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue seleccionar basidio-
micetos productores de proteasas, con potencial uso en el proceso de fabricacion de productos lacteos. Se utiliz6 27 cepas de
hongos crecidos en medio minimo adicionado de 0,2% de caseina. La actividad proteolitica fue verificada por formacion de
halo por la adicion de solucién saturada de (NH,),SO, Se concluyo que la produccién de proteasas no presenta relacion con
el crecimiento del micelio. El mejor productor de proteasas es la cepa de Lentinula edodes U8/1, seguida por Pleurotus sp
(U2/9,U6/10 y U2/11). Los basidiomicetos Agaricus blazei (U4/3), Agaricus sp (U5/1), Flamulina sp (U5/4), Lycoperdon sp
(U8/8), Agaricus blazei (U2/7), Agaricus blazei (U7/2), Agaricus blazei (U7/4) y Agaricus blazei (U7/5) no producen prote-
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asas suficientes para que sean medidos por la metodologia. Por lo tanto, estos resultados apoyan el uso de Lentinula edodes
y Pleurotus sp para el desarrollo de potenciales aplicaciones en hidrélisis de proteinas en alimentos.
PALABRAS CLAVE: Basidiomicetos. Proteasa. Caseina. Screening.

Introducao

As proteases sdo enzimas capazes de hidrolisar
proteinas com consequente modificagdo das propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas originais, sendo a protedlise
essencial para todos os organismos e envolvida em diferentes
processos fisiologicos (SABOTIC et al., 2007). A hidrdlise
proteica pode liberar peptideos bioativos que atuam no me-
tabolismo, em glandulas excretoras, pressdo sanguinea e no
desenvolvimento corporal de forma geral (WANG; MEJIA,
2005). Além disso, proteases representam um dos trés maio-
res grupos de enzimas de interesse industrial e tem ampla
aplicacdo biotecnolégica, especialmente na industria de ali-
mentos, couro, detergentes ¢ em processos de biorremedia-
¢do (RAO etal., 1998).

Diversos fungos sdo descritos como produtores de
proteases como Mucor circinelloides (ANDRADE et al.,
2002), Aspergillus sp (SUMANTHA et al., 2005), Peni-
cillium sp (GERMANO et al., 2003) Fusarium sp (PEKKA-
RINEN et al., 2000), Streptomyces clavuligerus (MOREIRA
et al., 2001), Aspergillus oryzae (SANDHYA et al., 2005),
Aspergillus tamarii (FERREIRA; BOER; PERALTA, 1999)
e Engyodontium album (CHELLAPPAN et al., 2006), porém
somente alguns produzem proteases especificas para hidro-
lise da caseina como Mucor miehei ¢ Fusarium monilifor-
me (ESCOBAR; BARNETT, 1993; KOLACZKOWSKA et
al., 1988; LASURE, 1980; THAKUR; KARANTH; NAND,
1990).

O uso de basidiomicetos comestiveis para producdo
de proteases capazes de hidrolisar caseina é inexplorado e tal
caracteristica seria uma forma potencial para producédo de de-
rivados de leite funcionais. Isto poderia ser obtido tanto pela
hidroélise de peptideos do leite como pela associacdo das pro-
priedades terapéuticas dos basidiomicetos comestiveis como
propriedade antitumoral (WASSER; WEIS, 1999; MOU-
RAO et al., 2009; JUMES et al., 2010), hipocolesterolémica
(HOSSAIN et al., 2003), antimicrobiana (ISHIKAWA; KA-
SUYA; VANETTI, 2001), antimutagénica (SOUZA-PAC-
COLA et al., 2004), antioxidante (MOURAO et al., 2011b),
anti-inflamatéria (MOURAO et al., 2011a) e antiviral (SA-
SAKI et al., 2001). Ndo foram encontrados na literatura re-
latos sobre basidiomicetos comestiveis e/ou medicinais com
potencial proteolitico para aplicacdo na cadeia produtiva do
leite. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi selecionar
basidiomicetos comestiveis produtores de proteases.

Material e Métodos

Foram utilizadas 27 linhagens de basidiomicetos
pertencentes a colecdo de culturas fingicas do laborato-
rio de biologia molecular da Universidade Paranaense. Os
microrganismos mantidos por transferéncia periddica em
agar-batata dextrose (BDA) a 25 °C foram transferidos para
meio minimo de Pontecorvo composto por glicose 10 g L';
NaNO, 6 g L'; KH,PO, 1,5 g L'"; KC10,5 g L''; MgSO, 0,5
gL', FeSO, 0,01 gL'; ZnSO, 0,01 g L' (PONTECORVO et
al., 1953) e 15 g L' de agar, previamente autoclavado a 121

°C por 20 min. Pouco antes de verter o meio de cultivo em
placas de Petri, foram adicionados 25 mL L' de solugdo de
caseina 8%, autoclavada da mesma forma. O meio de cultura
foi inoculado com um disco de 3 mm de didmetro contendo
o micélio, e incubado a 25 °C. Apds o crescimento micelial
atingir cerca de 4 cm de didmetro, uma solugdo aquosa sa-
turada de sulfato de amoénia foi adicionada a superficie do
meio. A atividade proteolitica foi evidenciada pela formagao
de um halo transparente no meio de cultivo. A espessura do
halo foi medida com paquimetro entre o limite do didmetro
de crescimento do micélio e o limite da formagdo do halo.
Cada tratamento teve trés repetigoes. Os resultados foram
avaliados pela andlise de variancia e as diferengas entre as
médias determinadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) se-
gundo Borges e Ferreira (2003).

Resultados e Discussao

A Tabela 1 mostra os resultados da espessura do
halo formado pela atividade proteolitica dos basidiomicetos
e o didmetro de crescimento micelial. Pode-se observar que
a linhagem Lentinula edodes U8/1 produziu o maior halo de
atividade proteolitica ¢ de diametro de crescimento micelial
(Tabela 1). Entretanto, para os outros fungos, ndo houve uma
correlag@o positiva entre a atividade proteolitica e o cresci-
mento micelial.

L. edodes cresce usualmente em toras de madeira
ou em serragem que t€ém reduzida disponibilidade de nitro-
génio (ANDRADE; MINHONI; ZIED, 2008), necessitando,
portanto de um sistema proteolitico eficiente em relagdo a
outros basidiomicetos para sua manutencdo. Isto indica que
substratos com menor disponibilidade de nitrogénio podem
induzir uma maior atividade proteolitica deste fungo.

A capacidade de producdo de enzimas foi seguida
por Pleurotus sp (U2/9, U6/10 e U2/11). Pleurotus ostreatus
apesar de possuir um sistema enzimatico versatil, capaz de
adaptar-se a diferentes substratos com diferentes concentra-
¢Oes de nitrogénio (SILVEIRA; FURLAN; NINOW, 2008),
produziu 36% menos enzimas proteoliticas que Lentinula
edodes U8/1. Desta forma, a maior capacidade de produgio
de proteases por L. edodes (U8/1) torna-o um fungo de po-
tencial interesse para aplica¢@o na hidrdlise de proteinas em
alimentos como os da cadeia produtiva do leite.
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Tabela 1: Média do didmetro do micélio e da espessura do halo formado pela atividade proteolitica seguidos pelo desvio
padrdo de diferentes basidiomicetos em meio minimo de Pontecorvo com adig@o de caseina.

Espessura do halo de atividade prote-

Codigo Cepa Didmetro do micélio (mm) olitica (mm)
U8/1 Lentinula edodes 427+025a 0,72+0,18a
U2/9 Pleurotus ostreatus 3,08+0,63 ¢ 0,46 0,16 b
U6/10 Pleurotus florida 3,08+0,27 ¢ 0,45+0,19b
U2/11 Pleurotus ostreatus 451+0,30a 0,42+0,10b
U2/10 Pleurotus ostreatus 4,72+0,63 a 0,38 +0,07 ¢
U6/8 Pleurotus ostreatus 455+0,70 a 0,37+0,10 ¢
Us8/7 Trametes sp 4,06+0,62b 0,33+0,10¢
Ug/6 Sparassis sp 2,94+0,30 ¢ 0,30+0,12 ¢
uU5/5 Trametes sp 2,73+0,10d 0,29+0,10¢
ue6/7 Schizophyllum commune 3,58+0,53b 0,27 £0,06 ¢
Us/2 Trametes sp 3,66 +0,55b 0,27+0,11 ¢
U6/12 Lentinula edodes 2,74+ 0,32d 0,26 +0,12 ¢
U6/11 Lentinula edodes 3,92+0,21b 0,26 £ 0,76 ¢
U6/9 Pleurotus ostreatus 3,92+0,21b 0,26 £0,76 ¢
U2/2 Agaricus blazei* 2,25+0,60d 0,22+0,21 ¢
Ug/9 Agaricus blazei* 2,43+0,20d 0,17 +0,07 d
U6/6 Agaricus blazei* 297+0,34 ¢ 0,15+0,24d
U2/3 Agaricus blazei* 2,51+0,25d 0,11+0,12d
uUs8/5 Agaricus sp 2,48 +0,37d 0,10+£0,23d
u4/5 Agaricus blazei* 2,82+0,40 ¢ 0,09+0,10d
U2/6 Agaricus blazei* 2,67+0,42d 0,09+0,12d
u4/2 Agaricus blazei* 2,40+0,50d 0,01 £0,04 ¢
U/8 Lycoperdon sp 3,17+£0,20 ¢ 0,01 £0,05¢
U4/3 Agaricus blazei* 2,86 0,42 ¢ 0,00 +0,00
Us/1 Agaricus sp 3,00£0,08 ¢ 0,00 + 0,00
us/4 Flamulina sp 2,92+134¢ 0,00 £+ 0,00
u2/7 Agaricus blazei* 3,14+0,17 ¢ 0,00 + 0,00
u7/4 Agaricus blazei* 3,43+0,31 ¢ 0,00 = 0,00
u7/5 Agaricus blazei* 3,32+0,26 ¢ 0,00 + 0,00
u7/2 Agaricus blazei* 2,32+0,54d 0,00 + 0,00

Legenda: Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). *4garicus blazei Murrill ss.

Heinemann = A. brasiliensis Wasser et al. = A. subrufescens Peck (COLAUTO et al., 2011).=

Os basidiomicetos Agaricus blazei (U4/3), Agaricus
sp (U5/1), Flamulina sp (U5/4), Lycoperdon sp (U8/8), Aga-
ricus blazei (U2/7), Agaricus blazei (U7/2), Agaricus blazei
(U7/4) e Agaricus blazei (U7/5) apresentaram crescimento
micelial sem formacgao de halo, deste modo, estes fungos ndo
produziram proteases suficientes para serem detectadas pela
metodologia adotada (Tabela 1). A. blazei cresce naturalmen-
te em meios compostados constituidos de material parcial-
mente decomposto por outros microrganismos. Nesse caso,
as fontes de nitrogénio disponiveis foram previamente hidro-
lisadas estando disponiveis ao micélio que desenvolve estra-
tégias de crescimento que envolve um menor aparato enzi-
matico (MANTOVANI; LINDE; COLAUTO, 2007; ZAGHI
JUNIOR; LINDE; COLAUTO, 2010; D’AGOSTINI et al.,
2011). Isso pode explicar a reduzida producdo de proteases
por este basidiomiceto. Assim, apesar do alto valor nutricio-

nal e funcional de 4. blazei (MOURAO et al., 2009; MOU-
RAO et al., 2011a; MOURAO et al., 2011b), este basidiomi-
ceto ndo se mostrou promissor para o desenvolvimento de
aplicagdes com o objetivo de gerar alimentos funcionais da
cadeia produtiva do leite.

Conclusao

Concluiu-se que a producdo de proteases nao apre-
senta relacdo com o crescimento micelial e que Lentinu-
la edodes (U8/1), seguido de Pleurotus sp (U2/9, U6/10 e
U2/11) sdo os maiores produtores de proteases. Estes resul-
tados indicam a necessidade de mais pesquisas para o de-
senvolvimento de aplicagdes destes fungos na hidrolise de
proteinas em alimentos.
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