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Resumo

Residuos horticolas podem ser utilizados para a cultivo de cogumelos e obtencdo de proteases. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar o potencial de residuos lignocelulésicos como substratos para o crescimento micelial e producdo de proteases
por Lentinus crinitus DPUA 1693. A cultura matriz foi preparada em gar batata dextrose (BDA) suplementada com
extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v). O crescimento micelial vertical (VMC) foi realizado em tubos de ensaio contendo
os seguintes residuos lignoceluldsicos suplementados com farelo de arroz (FA): serragem, (SER), semente de acai (SA)
e exocarpos de abacaxi (CAB), cupuagu (CC) e tucuma (CT). O vigor micelial foi classificado pelo método subjetivo
de notas em: Fracamente adensado (I), Mediamente adensado (I1) e Fortemente adensado (I11). A atividade proteolitica
foi determinada utilizando solucéo de azocaseina 1% (p/v). A caracterizacdo enzimatica foi realizada no extrato obtido
do cultivo de L. crinitus no residuo lignocelulésico que favoreceu o desenvolvimento de micélio fortemente adensado
e producdo significativa de proteases. A VMC significativa foi determinada em SER+FA (0,40 cm/dia). Em CC+FA,
este cogumelo cresceu e formou micélio fortemente adensado (111). Atividade proteolitica significativa foi determinada
nos cultivos de L. crinitus em CC+FA (6,71 U/mL) e CT+FA (6,44 U/mL). No extrato bruto de L. crinitus cultivado
em CC+FA houve predominio de aspartico proteases que demonstraram atividade 6tima em pH 5, a 50 °C. Essas
enzimas foram fortemente inibidas por Zn*? e Mn*2. Os residuos lignoceluldsicos utilizados favorecem a produgcéo de

massa micelial e proteases por L. crinitus.
Palavras-chave: Cupuagu; Exocarpo; Hidrolases; Lentinus crinitus; Residuos lignoceluldsicos.
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Abstract

Horticultural residues can be used for growing mushrooms and obtaining proteolytic enzymes. The objective of this
research was to evaluate the potential of lignocellulosic residues as substrates for mycelial growth and production of
proteases by Lentinus crinitus. The matrix culture was prepared on potato dextrose agar (BDA) supplemented with yeast
extract (YE) 0.5% (w/v). Vertical mycelial growth (VMC) was carried out in test tubes containing the following
lignocellulosic residues supplemented with rice bran (FA): sawdust, (SER), acai seed (SA) and pineapple exocarps
(CAB), cupuacu (CC) and tucuma (CT). Mycelial vigor was classified by the subjective method of notes. Proteolytic
activity was determined using 1% (w/v) azocasein solution. The enzymatic characterization was carried out in the extract
obtained from the cultivation of L. crinitus in the mixture of residues that favored the development of highly densified
mycelium and significant production of proteases. Significant VMC was determined in SER+FA (0.40 cm/day). In
CC+FA, L. crinitus developed a strongly densified mycelium. Significant proteolytic activity was determined in CC+FA
(6.71 U/mL) and CT+FA (6.44 U/mL) cultures. In the extract of the culture in CC+FA there was a predominance of
aspartic proteases that demonstrated an optimal activity at pH 5, at 50 ° C. These enzymes were strongly inhibited by
Zn*2and Mn*2, Residues from Amazonian horticulture used favor the production of mycelial mass and proteases by L.
crinitus.

Keywords: Cupuacgu; Exocarp; Hydrolases; Lentinus crinitus; Lignocellulosic residues.

Resumen

Los residuos horticolas se pueden utilizar para cultivar setas y obtener enzimas proteoliticas. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el potencial de los residuos lignocelulésicos como sustratos para el crecimiento micelial y la
produccion de proteasas por Lentinus crinitus. El cultivo de la matriz se realiz6 en agar papa dextrosa (APD)
suplementado con extracto de levadura (EL) 0.5 % (p/v). El crecimiento micelial vertical (CMV) se ejecutd en tubos de
ensayo que contenian los siguientes residuos lignocelulésicos suplementados con salvado de arroz (SA): aserrin (A),
semilla de asai (SA) y exocarpos de pifia (CP), copoazu (CC) y tucuma (CT). El vigor micelial estuvo clasificado por
el método subjetivo de notas y la actividad proteolitica fue determinada usando una solucion de azocaseina 1% (p/v).
Asimismo, la caracterizacion enzimatica se realizé usando el extracto obtenido de la mezcla de residuos que
favorecieron el buen desarrollo micelial de L. crinitus y su produccion de proteasas. Los resultados indicaron un CMV
significativo en A+SA (0.40 cm/dia) mientras que en CC+SA el micelio de L. crinitus se desenvolvid muy
vigorosamente. Los cultivos en CC+SA (6.71 U/mL) y CT+SA (6.44 U/mL) fueron los que expresaron mejor actividad
proteolitica, siendo que el extracto obtenido del cultivo en CC+SA tuvo predominancia de proteasas asparticas con
optima actividad en pH 5y a 50 °C, las cuales estuvieron fuertemente inhibidas por Zn*2y Mn*2. Se concluye que los
residuos de la horticultura amazonica estimulan la produccién de masa micelial y proteasas por L. crinitus.

Palabras clave: Copoazu, Exocarpo, Hidrolasas; Lentinus crinitus; Residuos lignocelulésicos.

1. Introducéo

Proteases sdo hidrolases que atuam na clivagem de proteinas em peptideos e aminoacidos. Na area comercial, as enzimas
proteoliticas continuam predominando e atualmente representam 65% do total de venda mundial (Barzkar, Homaei, Hemmati,
& Patel, 2018; Justina, Justina, & Skoronsk, 2018). O mercado global de proteases foi estimado em US$ 2,21 bilhdes em 2021,
com perspectivas de crescimento continuo nos anos subsequentes (Rohan, 2021).

As enzimas proteoliticas disponiveis atualmente ndo suprem a crescente demanda comercial, condi¢do que incentiva a
busca constante por novas fontes naturais e renovaveis desses biocatalisadores (Madhusankha & Thilakarathna, 2021). Neste
contexto, os cogumelos comestiveis vém se destacando como produtores significativos de proteases com caracteristicas
bioguimicas favoraveis para uso em diversas aplicacdes biotecnolégicas e comerciais (Machado, Teixeira, Kirsch, Campelo, &
Oliveira, 2016; Martim et al., 2017).

A fermentacdo em estado solido (FES) é um processo ecoamigavel e de baixo custo, pois sdo utilizadas baixas
quantidades de agua e energia no cultivo de cogumelos (Machado et al., 2016). A utilizagao de residuos lignocelulésicos como
madeira, sementes e exocarpos para a obtencéo de proteases € outra vantagem tecnolégica da FES, pois sdo desenvolvidos
bioprocessos estaveis, seguros e com elevada produgdo enzimatica (Boratynski, Szczepanska, Grudniewska, Gnitka, &
Olejniczak, 2018; Verduzco-Oliva & Gutierrez-Uribe 2020).

As caracteristicas vantajosas da FES estéo relacionadas as propriedades nutricionais dos residuos lignocelulésicos. Estas

matérias primas vegetais geralmente sdo constituidas por carboidratos, proteinas, lipidios e minerais que além de favorecer o
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crescimento micelial, também estimulam a sintese de compostos bioativos como as proteases, por diversas espécies de cogumelos
comestiveis (Inacio et al., 2015; Ravindran, Hassan, Williams, & Jaiswal, 2018; Brito, Braga, Teixeira, & Martim, 2019).

Na Amazonia brasileira, as biomassas de espécies vegetais vém sendo utilizadas como substratos na FES. Residuos
obtidos do processamento de abacaxi (Ananas comosus), acai (Euterpe oleracea Mart.), arroz (Oryza sativa) e cupuagu
(Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.) foram citados como substratos eficientes para producdo de biomassa e
enzimas proteoliticas por diferentes espécies de cogumelos comestiveis pertencentes aos géneros Pleurotus e Lentinus (Fonseca,
Barroncas, & Teixeira, 2014; Souza et al., 2016).

Entre os cogumelos, Lentinus crinitus (L.) Fr., espécie pertencente a familia Polyporaceae, filo Basidiomycota, vem se
destacando como uma fonte promissora para a obtencdo de proteases por fermentacdo submersa (Magalhdes et al., 2019).
Entretanto, hé poucos relatos do cultivo e produgdo de enzimas proteoliticas por L. crinitus cultivado em FES. O objetivo deste
estudo foi avaliar residuos lignocelulésicos da fruticultura amazdnica como substratos para o crescimento micelial e producéo
de proteases por L. crinitus DPUA 1693.

2. Metodologia
2.1 Cogumelo

Nesta pesquisa foi utilizado Lentinus crinitus DPUA 1693, espécie cedida pela Colecdo de Culturas DPUA, da
Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Para obtengdo de cultura viavel da forma micelial, L. crinitus foi inoculado em é&gar
Batata Dextrose (BDA) suplementado com extrato de levedura (YE) 0,5% (p/v). Os cultivos foram mantidos na auséncia de luz,
a 25 °C (Fonseca et al., 2014). Apo6s oito dias, essas 0s culturas foram usadas como indculo para avaliacdo do crescimento

micelial vertical e producdo de proteases por L. crinitus.

2.2 Sele¢do de residuos lignocelulésicos para crescimento micelial vertical e sintese de proteases por L. crinitus
2.2.1 Obtengdo dos Residuos Lignocelulésicos

Para avaliar o crescimento de L. crinitus foram utilizados, farelo de arroz (FA) serragem (SER), semente de agai (SA)
e exocarpos de abacaxi (CAB), cupuagu (CC) e tucuma (CT) (Astrocaryum aculeatum G. Mey), obtidos de produtores locais na

cidade de Manaus e no distrito de Novo Remanso (Itacoatiara-AM).

2.2.2 Tratamento dos Residuos Lignocelulésicos

Os residuos lignoceluldsicos foram lavados em &gua corrente e higienizados com solugdo desinfetante para
hortifruticolas contendo cloro ativo 0,85%. Apds 15 minutos foram submetidos a lavagem sucessiva, seguindo a drenagem do
excesso de liquido. Em seguida, cada residuo foi suplementado com FA, na proporg¢do de 80:20 (p/p), a umidade e o pH aferidos
para 60% e 6,0, respectivamente. Os substratos foram acondicionados em tubos de ensaio (200 mm x 25 mm) contendo na sua
base algoddo umedecido com agua destilada, formando uma coluna de 15 cm. Estes tubos contendo as misturas de residuos
foram esterilizados a 121 °C, durante 60 minutos, por trés dias consecutivos, procedendo ao resfriamento por 24 horas. Na parte
externa de cada tubo foram afixadas trés fitas milimetradas (130 mm x 10 mm) (Palheta, Vieira, Neves, & Teixeira, 2011,
Fonseca et al., 2014).

2.2.3 Avaliacdo do crescimento micelial vertical de L. crinitus
Para avaliar a velocidade do crescimento micelial vertical (VMC) trés discos medindo 8 mm de didmetro foram
inoculados na superficie de cada mistura de residuos e o bioprocesso foi conduzido a 25 °C, na auséncia de luz. A VMC foi

determinada a cada 24 horas durante 15 dias, conforme a descrito na Equacéo 1. O vigor micelial foi classificado pelo método
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subjetivo de notas em: Fracamente adensado (1), Mediamente adensado (I1) e Fortemente adensado (I11) (Fonseca et al., 2014;
Machado, Martim, Alecrim, & Teixeira, 2017).

viwi

Equagde 1: VMC= "

Onde: vf = crescimento final; vi = crescimento inicial e, tf = tempo final.

2.2.4 Extracao das proteases sintetizadas por L. crinitus cultivados em residuos lignocelulésicos

As proteases foram extraidas em agua destilada esterilizada na razdo 5:1 (agua: residuo lignocelulésico, v/p) sob
agitacdo (180 rpm), a 25 °C. Apo6s 30 minutos, o extrato bruto foi recuperado por filtracdo em tecido de musseline, posteriormente
filtrado a véacuo, seguido de centrifugacdo (8.000 x g/5 minutos). Em seguida, o extrato foi filtrado usando a membrana
polietersulfonica 0,22u. ApoGs obtencdo do extrato foram realizados os estudos de determinacdo de atividade proteésica e
caracterizacdo enzimatica (Fonseca et al., 2014).

2.2.5 Determinacéo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Leighton, Doi, Warren e Kelin
(1973), utilizando como substrato solucéo de azocaseina 1% (p/v), em tampdo Tris-HCI pH 7,2. Uma unidade de atividade de
proteases foi definida como a quantidade de enzima necesséria para produzir variacdo de absorbancia igual a 0,1 durante 60
minutos, a 440 nm.

2.3 Caracterizagdo bioquimica das proteases de L. crinitus
Para os testes de caracterizagdo enzimatica foi utilizado o extrato obtido do cultivo de L. crinitus no residuo

lignocelulésico que favoreceu o desenvolvimento de micélio fortemente adensado e produgdo significativa de proteases.

2.3.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade proteolitica
Para avaliar o pH 6timo, a atividade proteolitica foi determinada em 25 °C, utilizando as seguintes solu¢des tampéo a
0,1 M: acetato de sddio (pH 5 e 6), Tris-HCI (pH 7 e 8) e Glicina-NaOH (pH 9 e 10), durante uma hora. Na avaliagdo da

estabilidade ao pH, o extrato enzimatico foi diluido em cada tampédo (1:1, v/v), a 25 °C, por uma hora (Martim et al., 2017).

2.3.2 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade proteolitica

Para determinar o efeito da temperatura na atividade proteolitica, 0 extrato enzimatico e a solugdo de azocaseina foram
incubados na faixa de 30 °C a 80 °C, durante uma hora. No ensaio de estabilidade a temperatura, os extratos foram incubados
em temperaturas de 30 a 80 °C, por uma hora. Em seguida esses extratos foram misturados com solugdo de azocaseina,
procedendo a quantificagdo da atividade enzimatica. Os resultados foram expressos em atividade relativa em todos os

experimentos (Martim et al., 2017).

2.3.3 Efeito de ions metélicos e inibidores na atividade enzimética

O efeito de inibidores na atividade proteolitica foi determinado pela incubacdo do extrato enziméatico com as seguintes
substancias 1mM: acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), &cido iodoacético, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e
pepstatina. Na analise do efeito dos ions metalicos na acgdo catalitica das proteases foram utilizadas as solu¢Ges 1 mM: sulfato
ferroso (FeSO4), sulfato de manganés (MnSO4), sulfato de magnésio (MgSO4), cloreto de sédio (NaCl), sulfato de zinco
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(ZnS04), cloreto de potéssio (KCI), cloreto de célcio (CaCl2) e sulfato de cobre (CuSO4). As misturas reacionais foram
incubadas nas condices 6timas de pH e de temperatura. A atividade enzimética residual foi comparada com o controle, incubado

sem os inibidores ou fons metalicos e correspondeu a 100 % de atividade (Martim et al., 2017).

2.4 Anélise estatistica
Em todos os experimentos realizados em triplicata, os dados foram submetidos a andlise estatistica de variancia e as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05), usando 0 programa Minitab, versdo 18.1 (Minitab, 2017).

3. Resultados e Discussao
3.1 Crescimento micelial vertical de L. crinitus em residuos lignocelulésicos

A tabela 1 demonstra a velocidade do crescimento micelial vertical (VMC) e as caracteristicas do vigor micelial de L.
crinitus cultivado em diferentes residuos lignocelulésicos. Nas condicGes avaliadas foi verificado que a VMC variou de acordo
com a mistura de substratos utilizada. A VMC significativa foi determinada em SER+FA (0,40 cm/dia). Em CC+FA, CT+FA e
SA+FA a VMC foi 30%, 60% e 75% inferior, quando comparada com os resultados obtidos em SER+FA. N&o houve crescimento
micelial de L. crinitus em CAB+FA. Macedo, Kirsch, Palheta, Putzke e Teixeira (2011) e Fonseca, Silva, Alecrim, Cruz e
Teixeira (2015) relataram VMC de 0,70 cm/dia e 0,41 cm/dia para Ganoderma lucidum e P. ostreatoroseus cultivados em
SER+FA e SA+CAB, respectivamente. Neves (2012) citou que CC+liteira favoreceu o desenvolvimento micelial de P. ostreatus
e P. florida. O crescimento micelial de cogumelos € influenciado por fatores genéticos, composicéo nutricional do substrato, pH
do meio de cultivo, temperatura, umidade ambiental, concentra¢des de CO, relacdo carbono/nitrogénio e tamanho das particulas
do (Palheta et al., 2011; Bellettini et al., 2019).

Tabela 1. Crescimento e vigor micelial de L. crinitus cultivado em residuos lignocelulésicos.

Residuos agroindustriais Média VMC (cm/dia) Vigor
SER+FA 0,40+0,012 Fracamente adensado (1)
CC+FA 0,28+0,04° Fortemente adensado(l11)
CT+FA 0,16+0,05¢ Mediamente densado(l1)
SA+FA 0,10+0,01¢ Fracamente adensado(l)
CAB+FA ND ND

CAB+FA (exocarpo de abacaxi + farelo de arroz); SA+FA (semente de agai + farelo de arroz); CC+FA (exocarpo de cupuagu + farelo de
arroz); CT+FA (exocarpo de tucumd + farelo de arroz); SER+FA (serragem + farelo de arroz). ND= ndo determinado. Letras iguais na coluna
ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0.05).

Fonte: Autores.

A Figura 1 demonstra a velocidade e a densidade do micélio com base no vigor micelial. Nas condi¢des avaliadas, L.
crinitus apresentou diferentes niveis de adensamento micelial. Em CC+FA, este cogumelo cresceu e formou micélio fortemente
adensado (111). Em CT+FA, foi verificado desenvolvimento micelial mediamente adensado, enquanto que em SER+FA e SA+FA
o vigor micelial foi classificado como fracamente adensado. Machado et al. (2016) observaram vigor fortemente adensado ao
avaliarem o crescimento de L. citrinus em CC+FA e CC+liteira. Macedo et al. (2011) e Fonseca et al. (2015) também verificaram
que a mistura CC+FA favoreceu o crescimento e a formacao de micélio fortemente adensado de G. lucidum e P. ostreatoroseus,
respectivamente. O vigor micelial é influenciado pelo aumento de carboidratos, aminoacidos e minerais fornecidos pelo substrato
suplementado. Além disso, indculos com elevado vigor micelial melhoram a producéo, qualidade, sabor e a vida de prateleira de
cogumelos (Palheta et al., 2011; Lu, Bau, & Ohga, 2017).
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Figura 1: Crescimento micelial de L. crinitus cultivado em residuos lignocelulésicos.

A= CAB+FA (exocarpo de abacaxi + farelo de arroz); B= SA+FA (semente de acai + farelo de arroz); C= CC+FA (exocarpo de cupuagu +
farelo de arroz); D= CT+FA (exocarpo de tucumd + farelo de arroz); E= SER+FA (serragem + farelo de arroz).
Fonte: Autores.

3.2 Atividade proteolitica de L. crinitus

No presente estudo, atividade proteolitica significativa foi determinada nos cultivos de L. crinitus em CC+FA (6,71
U/mL) e CT+FA (6,44 U/mL). Em SER+FA e CAC+FA as atividades foram 51,71 % e 80,92 % inferiores quando comparadas
aos cultivos em CC+FA (Tabela 2). Resultado similar foi reportado por Machado et al. (2016) ao avaliar a producéo de proteases
por L. citrinus em CC+FA e CC+liteira. Fonseca et al. (2014) também verificaram producao significativa de proteases (4,50
U/mL) por P. ostreatoroseus cultivado em CC+FA. Brito et al. (2019) relataram que FA+semente de tucuma sdo substratos que
favorecem a sintese de enzimas proteoliticas por L. crinitus. Baseado nos resultados do vigor micelial e da producéo de proteases,

0 extrato bruto obtido do cultivo de L. crinitus em CC+FA foi utilizado nos testes de caracterizacdo enzimatica.

Tabela 2. Atividade proteolitica de L.crinitus cultivado em residuos lignocelulésicos.

Residuos Lignocelulésicos Atividade proteolitica (U/mL)
CC+FA 6,71+ 0,322

CT+FA 6,44+£0,44°2
SER+FA 3,24 £0,10°

SA+FA 1,28 + 0,26°¢
CAB+FA ND

CAB+FA (exocarpo de abacaxi + farelo de arroz); SA+FA (semente de acai + farelo de arroz); CC+FA (exocarpo de cupuagu + farelo de
arroz); CT+FA (exocarpo de tucuma + farelo de arroz); SE+FA (serragem + farelo de arroz). ND= ndo determinado. Letras iguais na coluna
ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p < 0.05).

Fonte: Autores.
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3.3 Caracterizacao parcial das proteases
3.3.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade proteolitica

Entre os varios parametros que interferem na atividade proteolitica, a temperatura e o pH séo considerados cruciais para
a avaliar as condi¢des em que a enzima atinge atividade catalitica maxima (Benerjee & Ray, 2017). Além disso, € necessario
que o biocatalisador proteolitico mantenha estabilidade em amplas faixas de pH e temperatura para que seja utilizado em diversos
processos industriais (Aguilar & Sato, 2018).

A Figura 2 demonstra o efeito do pH na atividade e na estabilidade das proteases de L. crinitus. Nas condi¢des avaliadas,
as enzimas proteoliticas apresentaram atividade em todas as condi¢fes analisadas, mas a acdo catalitica significativa foi
determinada em pH 5. Em pH 8, 9 e 10 houve reducéo de atividade em 38,71%, 44,78% e 48,85%, respectivamente. Resultados
similares foram observados por Magalhées et al. (2019) ao avaliarem as proteases de L. crinitus cultivado em meio liquido. Brito
et al. (2019) e Braga, Brito, Souza, Teixeira e Martim (2020) relataram que L. citrinus e L. villosus, apresentaram atividade
significativa em pH 6 e 8, respectivamente. Proteases acidas vem sendo utilizadas na producéo de racéo animal, queijos, cerveja,
sucos, molhos e na remogéo da prata contidas em filmes de raios-X (Siala, Frikha, Mhamdi, Nasri, & Kamoun, 2012; Tavano,

Berenguer-Murcia, Secundo, & Fernandez-Lafuente, 2018).

Figura 2. Efeito do pH na atividade (A) e na estabilidade (B) das proteases de L. crinitus.
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Fonte: Autores.

As proteases de L. crinitus mantiveram atividade catalitica superior a 70% na faixa de pH 5 a 7, com reducdo da
atividade em pH superiores. Brito et al. (2019) e Magalhdes, et al. (2019) observaram que as enzimas proteoliticas de L. crinitus
apresentaram resultados semelhantes, com estabilidade significativa na faixa de pH 5 a 6. Entretanto Machado et al. (2017)

relataram que proteases de L. citrinus demonstraram atividade dtima em pH 7 a 8.

3.3.2 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade proteolitica

A Figura 3 mostra o efeito da temperatura na atividade e na estabilidade das enzimas proteoliticas de L. crinitus. Ac¢ao
catalitica significativa foi determinada em 50 °C, com declinio de atividade nas temperaturas superiores. Em 80 °C foi verificada
reducdo expressiva de 50,84% de atividade proteasica. Resultados similares foram reportados por Brito et al. (2019) e Magalhées

et al. (2019) ao avaliarem as caracteristicas bioquimicas das proteases de L. crinitus, cultivado em matriz sdlida e em meio
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liquido, respectivamente. Entretanto, Braga et al. (2020) verificaram que enzimas proteoliticas de L. villosus demonstraram
atividade 6tima em 60 °C.

Figura 3. Efeito da temperatura na atividade (A) e na estabilidade (B) das proteases de L. crinitus.
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Fonte: Autores.

As proteases de L. crinitus mantiveram 100% de atividade catalitica na faixa de 40 a 50 °C. Em temperaturas mais
elevadas foi evidenciado decréscimo significativo de acdo proteésica. Entre 60°C e 80°C foi observado declinio médio de
66,50 % de atividade. Resultados similares foram reportados por Brito et al. (2019) ao caracterizarem as proteases de L. crinitus
cultivado em matriz sélida. Entretanto, Magalhdes et al. (2019) citaram que as proteases de L. crinitus obtidas em fermentacéo
submersa demonstraram estabilidade entre 50°C a 60 °C. Braga et al. (2020) constataram que as enzimas proteoliticas de L.
villosus mantém estabilidade na faixa de 30°C a 60 °C.

3.3.3 Efeito de inibidores e de ions metalicos na atividade proteolitica

A Figura 4 demonstra o efeito dos inibidores na atividade das enzimas proteoliticas de L. crinitus. Na presenca de
pepstatina, EDTA e PMSF, as proteases retiveram 30,25%, 47,10% e 51,30% de atividade. Acido iodoécetico afetou
sensivelmente a acéo catalitica das enzimas. Estes dados indicam a presenca majoritaria de aspartico proteases no extrato bruto
de L. crinitus, resultado que corrobora com as citagdes de Brito et al. (2019). Magalhées et al. (2019) também verificaram a

presenca de metaloproteases e serinoproteases no extrato bruto de L. crinitus. Braga et al. (2020) classificaram as enzimas

proteoliticas de L. villosus como cisteino proteases.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i3.13393

Research, Society and Development, v. 10, n. 3, €35310313393, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i3.13393

Figura 4. Efeito de inibidores na atividade proteolitica de L. crinitus.
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Nas condicdes avaliadas, Zn*2e Mn*? causaram 100% de inibicdo da atividade enzimatica. Cu*? reduziu em 94,9% a
acdo protedsica, mas na presenca dos demais ions a enzima manteve atividade superior a 66% (Figura 5). Magalhdes et al. (2019)
verificaram que Zn*? reduziu em 61,71% a atividade das proteases de L. crinitus. Resultados opostos foram citados por Brito et
al. (2019) e Braga et al. (2020) que constataram incremento de atividade proteolitica das enzimas de L. crinitus e L. villosus,

respectivamente, na presenca de Mn*2,

Figura 5. Efeito de ions metalicos atividade proteolitica de L. crinitus.
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Fonte: Autores.

Os ions metalicos e as substancias quimicas atuam de forma direta ou indireta no sitio ativo da enzima, causando
estimulo ou inibicdo da atividade catalitica (Zhao, Li, Leng, Wang, & Li, 2013). As proteases de L. crinitus apresentaram

diferentes perfis de inibic&o, caracteristica bioquimica que demonstra o potencial biotecnolégico desses biocatalisadores.
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4. Concluséao

Entre os residuos lignocelulésicos disponiveis na floresta amazonica, exocarpo de cupuacu suplementado com farelo
de arroz (CC+FA) favorece o crescimento micelial fortemente adensado e a sintese majoritaria de proteases asparticas por
Lentinus crinitus DPUA 1693. Esses biocatalisadores possuem atividade 6tima em pH 5, a 50 °C e sao fortemente inibidos por
Mn*2e Zn*2. Os residuos do processamento de produtos vegetais da Amazonia brasileira podem ser uma alternativa sustentavel

para a producéo de biomassa e proteases por L. crinitus.
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