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Producao e caracterizacao de enzimas proteoliticas de Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825
DPUA 1693 do bioma amazénico (Polyporaceae)
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Resumo: Proteases sdo enzimas hidroliticas capazes de degradar proteinas em pequenos peptideos e aminodacidos, e podem
ser isoladas de plantas, animais e microrganismos. A busca por proteases de origem microbiana vem aumentando
no mercado mundial devido a sua estabilidade, a alta taxa de producio e ao menor custo que apresenta. O objetivo
deste artigo foi investigar a producdo de proteases por Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693, utilizando-se a
fermentacdo submersa. A cultura matriz foi preparada em meio BDA (4gar batata dextrose), adicionando-se extrato
de levedura 0,5% (p/v). A fermentagédo foi conduzida a 30 °C, 150 rpm, por oito dias, utilizando-se meios contendo
diferentes fontes de carbono e nitrogénio na sintese de proteases. Na determinagao da atividade enzimética, foi adotada
azocaseina 1% (p/v) como substrato. Os resultados mostraram que a maior atividade das proteases de L. crinitus foi
determinada no meio contendo glicose e gelatina. A atividade étima dessas enzimas foi determinada em pH 5,0, a
50 °C, e a estabilidade, em pH 5,0, a temperatura de 60 °C. As proteases foram classificadas como metalo, serino
e cisteino proteases. Este artigo sugere o uso potencial de protease de Lentinus crinitus para aplicacdo na indUstria
alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Palavras-chave: Cogumelo. Fermentacdo submersa. Biocatalisador. Protease.

Abstract: Proteases are hydrolytic enzymes capable of degrading proteins in small peptides and amino acids and can be isolated
from plants, animals, and microorganisms. The objective of this work was to investigate the production of proteases by
Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693, using fermentation in liquid medium. The matrix culture was prepared in BDA
(potato dextrose agar) medium, added with 0.5% (w/v) yeast extract. The fermentation was conducted at 30 °C, 150 rpm
for eight days, using media containing different carbon and nitrogen sources in protease synthesis. In the determination
of the enzymatic activity 1% azocasein (w/v) was used as the substrate. The results showed that the increased activity
of L. crinitus proteases was in the medium containing glucose and gelatin. The optimal activity of these enzymes was
determined at pH 5.0 at 50 °C and stability at pH 5.0 at 60 °C. Proteases were classified as metalo, serine, and cysteine
proteases. This study suggests the potential use of Lentinus crinitus proteases for application in the food, pharmaceutical,
and cosmetics industries.
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Produgdo e caracterizacdo de enzimas proteoliticas de Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693 do bioma amazénico (Polyporaceae)

INTRODUCAO

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos, em sua maioria de
origem proteica, responsaveis por realizar catalisacdo de
reacdes em organismos vivos (Sayali et al., 2013). Esses
catalizadores sdo muito valorizados nas indUstrias, pois sdo
biodegradaveis, sendo derivados de fontes renovaveis e
apresentando reduzido impacto ambiental, devido a baixa
quantidade de residuos, caracteristicas que despertam
o interesse na busca por novas e mais eficientes fontes
enziméticas (Sheldon & van Pelt, 2013).

As enzimas sdo biocatalisadores muito empregados
em processos industriais e biotecnoldgicos, com grande
relevancia econdbmica no mercado mundial (Chapman et
al., 2018). Recentemente, um relatério publicado pela
BBC Research (2019) afirmou que a producdo mundial
de enzimas industriais alcancou um valor de US$ 5,5
bilhdes, em 2018, e a expectativa é de que este mercado
atinja 7,0 bilhées de ddlares até 2023.

Entre as enzimas, as proteases destacam-se por
apresentar grande versatilidade de aplicagdes, sendo
usadas em indUstrias como as de produtos farmacéuticos
(Kumar et al., 2015), alimenticios (Raveendran et al.,
2018), de limpeza (Giri et al., 2011), no processo de
amaciamento de couro (Singh & Bajaj, 2017) e de
biorremediacdo (Khan, 2013; Peralta et al., 2017).
As proteases representam um dos maiores grupos
de enzimas industriais, com perspectiva de aumento
em torno de 7% até 2020, e constituem 60% do
mercado industrial global devido as suas propriedades
biotecnoldgicas (Chandrasekaran et al., 2015; Bano et
al., 2016; Singh et al., 2016).

Proteases sdo fisiologicamente importantes para a
vida dos organismos, estando amplamente distribuidas na
natureza, entretanto o seu processo de producao a partir
de plantas e animais é mais oneroso e envolve polticas
publicas e agricolas que dificultam sua obtencdo em larga
escala, condicdo que promoveu interesse nestas enzimas
de origem microbiana (Rao et al., 1998; Félix et al., 2004;
Kumar et al., 2005).

A obtencido de proteases por microrganismos €
possivel gracas a sua diversidade genética e bioquimica e
por apresentarem facil manipulacdo, o que viabiliza seu
cultivo em grande escala (Rao et al., 1998; Kumar et al.,
2005). Além disso, o processo de purificagdo e recuperagao
das proteases de origem microbiana é facilitado devido a
esses microrganismos lancarem suas enzimas extracelulares
diretamente no meio de fermentacio (Savitha et al., 2011).

Entre os microrganismos, os fungos destacam-
se como fonte potencial de proteases, em razdo de
apresentarem grande capacidade de adaptacao fisioldgica,
alta produtividade de biocompostos extracelulares,
ndo dependéncia a condicdes ambientais e geograficas
apropriadas, bem como possuirem gasto reduzido no uso
de matérias-primas (Kumar et al., 2005; Zimmer et al.,
2009; Peralta et al., 2017).

Os fungos do género Lentinus, pertencentes a familia
Lentinaceae (filo Basidiomycota), vém se destacando
devido a disporem de compostos bioativos, principalmente
enzimas com aplicacdo industrial (Kirsch et al., 2013;
Machado et al., 2016, 2017). Entretanto, a espécie
Lentinus crinitus (L.) Fr., 1825, fungo saprébio, lamelar e
decompositor de madeira, ainda ndo foi estudada quanto
ao seu potencial de producio de enzimas proteoliticas em
condi¢des de cultivo otimizadas.

Fatores como pH, temperatura e composicao
do meio sdo primordiais para obten¢do de enzimas de
interesse industrial (Abidi et a/., 2011). Avariacdo na relacdo
de carbono e nitrogénio no meio de cultivo, a presenca de
fons de metal, a aeracdo, entre outros fatores fisicos, sdo
responsaveis pela otimizagdo na producio de proteases
(Joo & Chang, 2005; Magalhaes et al., 2017).

Considerando-se a importancia da utilizagao
de novas proteases obtidas a partir de cogumelos do
bioma amazdnico, o objetivo deste artigo foi avaliar o
potencial de Lentinus crinitus na producdo dessa enzima
de interesse bioindustrial, conhecer a influéncia das
fontes de carbono e nitrogénio e caracterizar as enzimas
proteoliticas produzidas por este fungo.
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MATERIAL E METODOS

CULTIVO DO COGUMELO

A linhagem Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693
foi cedida pela Colecdo de Culturas do Departamento
de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas
(DPUA). A cultura preservada em éleo mineral foi
reativada em caldo glicosado (peptona de carne 1%,
extrato de levedura 0,3% e glicose 2%) em cultivo
estacionario, por 15 dias. Em seguida, foi realizado
subcultivo em meio agar batata dextrose (BDA),
adicionado de extrato de levedura 0,5% (p/v), utilizando-
se discos miceliais de 8 mm de didmetro como indculo
em ponto central. O cultivo foi mantido a 25 °C, na
auséncia de luz, por oito dias (Kirsch et al., 2011).

DETERMINACAO DA INFLUENCIA DA FONTE
DE CARBONO E DE NITROGENIO NA SINTESE
DE PROTEASE EM CULTIVO SUBMERSO

Para determinar a influéncia das fontes de carbono e de
nitrogénio na producdo de proteases, foram utilizadas
varias formulagdes dos meios de cultivo conforme Kirsch
et al. (2016), com modificagdes (Tabelas 1 e 2). Em todos
os meios de cultivo, foi adicionado extrato de levedura
0,5% (p/V) e o pH foi ajustado para 5,6.

Para produgdo de proteases, dez fragmentos
miceliais de 8 mm de diametro foram inoculados em
100 mL dos meios de cultivo descritos na Tabela 1,
distribufdos em frascos Erlenmeyer (250 mL). A
fermentacdo submersa foi realizada a 30 °C, 150 rpm.
Apds oito dias, a biomassa foi separada por filtragdo sob
vacuo em papel de filtro Whatman n. 1; em seguida, foram
realizadas filtracdes em membrana de éster de celulose,
de 0,45 um e 0,22 um. Na determinacdo da atividade
proteolitica, 150 UL do extrato bruto foi adicionado em
250 uL de azocaseina 1% (p/v), em solugdo-tampao
Tris-HC1 0,1 M, pH 7,2. A mistura reacional foi incubada
a 25 °C, em cdmara escura. Apds uma hora, a reacio foi
interrompida pela adicdo de 1,2 mL de 4cido tricloroacético

Tabela 1. Meios de cultivo utilizados para a determinacdo da
melhor fonte de carbono e nitrogénio para a produgdo de
proteases. Legendas: GGE = glicose, gelatina e extrato de
levedura; AGE = amido, gelatina e extrato de levedura; SGE =
sacarose, gelatina e extrato de levedura; GPE = glicose, peptona e
extrato de levedura; APE = amido, peptona e extrato de levedura;
SPE = sacarose, peptona e extrato de levedura; GSE = glicose,
sulfato de amonio e extrato de levedura; ASE = amido, sulfato de
amdnio e extrato de levedura; SSE = sacarose, sulfato de amdnio
e extrato de levedura.

Meios Fonte de carbono Fonte de nitrogénio
2% (p/v) 0,5% (p/)
GGE Glicose Gelatina
AGE Amido Gelatina
SGE Sacarose Gelatina
GPE Glicose Peptona
APE Amido Peptona
SPE Sacarose Peptona
GSE Glicose Sulfato de aménio
ASE Amido Sulfato de amédnio
SSE Sacarose Sulfato de aménio

10% (p/v). Do sobrenadante, foram transferidos 800
UL para 1,4 mL de hidréxido de sédio 1 M. A atividade
enzimética foi determinada de acordo com a metodologia
recomendada por Porto et al. (1996), que definem uma
unidade de atividade de protease como a quantidade de
enzima necessaria para produzir variagdo de absorbancia
igual a 0,001 em 60 minutos. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

EFEITOS DO PH E DA TEMPERATURA SOBRE A
ATIVIDADE PROTEOLITICA

O pH étimo foi determinado a 25 °C em diferentes valores
de pH, utilizando-se as seguintes solugdes-tampao a 0,1 M:
acetato de sédio (para pH 5), fosfato (para 6, 7 e 8) e glicina-
NaOH (9 e 10). Atemperatura étima foi determinada pela
incubacdo do extrato bruto em diferentes temperaturas,
que variaram de 30 a 80 °C. A determinacio da atividade
proteoltica foi realizada conforme metodologia descrita
anteriormente (Merheb-Dini et al., 2010).
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EFEITOS DO PH E DA TEMPERATURA SOBRE

A ESTABILIDADE PROTEOLITICA

Para conferir estabilidade ao pH, o extrato bruto
foi diluido (1:1) nas seguintes solu¢des-tampao a 0,1
M: acetato de sédio (pH 5), fosfato (pH 6, 7 e 8) e
glicina-NaOH (pH 9 e 10), mantidas a 25 °C, por
24 horas, seguindo-se da determinacdo da atividade
proteolitica nas condi¢bes étimas de pH e temperatura
encontradas. Para a realizacdo do teste de estabilidade
a temperatura, incubou-se cada extrato enzimatico
durante 1 h em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60,
70, 80 °C), seguindo-se da determinacdo da atividade
proteolitica em condi¢des étimas de pH e temperatura.
A determinacdo da atividade proteolitica foi realizada
conforme metodologia descrita anteriormente, e os
resultados foram expressos em atividade relativa em
todos os experimentos (Merheb-Dini et al., 2010).

EFEITO DE {ONS METALICOS E INIBIDORES
NA ATIVIDADE PROTEOLITICA

Para investigar as possiveis aplicacdes das proteases
de Lentinus crinitus, foram analisados os efeitos dos
seguintes fons metdlicos sobre a atividade proteolitica:
CaCl,, CuSO,, FeSO,, MgSO,, MnSO,, ZnSO,, NaCl e
KCL. Também foram analisados os efeitos dos seguintes
inibidores: fluoreto de fenilmetanosulfonila (PMSF), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), acido iodoacético
e pepstatin A. A atividade proteolitica das enzimas do
cogumelo foi determinada apds incubagdo do extrato nas
condicdes Stimas de temperatura e pH, com uma solugdo de
cada fon/inibidores na concentracdo de 10 mM (com excecao
da pepstatin A [1mM]). A atividade enzimética residual foi
determinada e comparada com o controle que corresponde
a 100% de atividade. Todas as amostras foram preparadas
em triplicata (Alecrim et al., 2015; Martim et al., 2017).

ANALISE ESTATISTICA
Em todos os experimentos, os dados foram submetidos
a andlise de varidncia, e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey (P < 0,05), por meio do programa
Minitab, versdo 18.1 (Minitab, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PRODUCAO DE PROTEASES POR
FERMENTACAO SUBMERSA EM DIFERENTES
FONTES DE CARBONO E DE NITROGENIO

A Tabela 2 demonstra a influéncia das fontes de carbono
e de nitrogénio. Em todos os meios testados, houve
producdo de proteases, porém a maior atividade
(190 U/mL = 1,33) foi observada no meio GGE [glicose
2% (p/v) + gelatina 0,5% (p/V) + extrato de levedura
0,5% (p/Vv)], enquanto a menor atividade (77,33 U/mL =
2,31), no meio ASE [amido 2% (p/v) + sulfato de aménio
0,5% (p/N) + extrato de levedura 0,5% (pAV)].

Martimet al. (2017) estudaram a atividade proteolftica
de cogumelos amazonicos — Pleurotus albidus (Berk.) Pegler
1983 DPUA 1692, Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA
1693 e Ganoderma lucidum (Curtis) P Karst 1881 DPUA
1694 — e obtiveram a maior atividade enzimédtica com o

Tabela 2. Producdo de proteases de Lentinus crinitus em diferentes
meios de cultura. Letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente
peloteste de Tukey (P < 0,05). Legendas: GGE = glicose, gelatina e
extrato de levedura; AGE = amido, gelatina e extrato de levedura;
SGE = sacarose, gelatina e extrato de levedura; GPE = glicose,
peptona e extrato de levedura; APE = amido, peptona e extrato
de levedura; SPE = sacarose, peptona e extrato de levedura; GSE
= glicose, sulfato de aménio e extrato de levedura; ASE = amido,
sulfato de amdnio e extrato de levedura; SSE = sacarose, sulfato
de aménio e extrato de levedura.

Meios Atividade proteolitica (U/mL)
GGE 190,00* = 1,33

AGE 156,67° = 2,00

SGE 153,78° £ 1,02

GPE 147,11 = 1,02

APE 127,789 = 1,68

SPE 127,33¢ + 1,33

GSE 88,00° = 1,15

ASE 88,00¢ = 2,00

SSE 77,33 = 2,31

—— =g
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fungo Pleurotus albidus (34,00 U/mL = 0,0). Eles obtiveram
atividade proteolitica de Lentinus crinitus igual a 27,02
U/mL = 0,02, valor bem inferior ao obtido no presente
artigo (190 U/mL = 1,33), demonstrando a importancia
do estudo do efeito de diferentes fontes de carbono e de
nitrogénio na producdo de enzimas de valor industrial.
Neste artigo, observou-se que a gelatina foi a
melhor fonte de nitrogénio para producdo de protease em
Lentinus crinitus — meio GGE (190,00 = 1,33). A producao
de proteases depende da disponibilidade de carbono e
de fontes de nitrogénio do meio, sendo que ambos os
pardmetros exercem efeitos reguladores sobre a sintese
da enzima (Haddar et al., 2010). A definicdo da fonte de
nitrogénio de um bioprocesso é um dos fatores mais
importantes a ser investigado na sintese proteica. Kirsch
et al. (2011) também relataram, por meio do cogumelo
Lentinus citrinus, que a gelatina se destacou como a melhor
fonte de nitrogénio para a producio das proteases.
Entretanto, os ensaios contendo sulfato de amdnio
como fonte de nitrogénio (SSE e ASE) foram os que
produziram menor quantidade de protease. Fang & Zhong
(2002), comparando o efeito de fontes inorganicas de
nitrogénio com fontes organicas sobre a producido de
biomoléculas do cogumelo Ganoderma lucidum, verificaram
maior crescimento micelial nos meios contendo nitrogénio
organico, sugerindo que certos aminoacidos essenciais Ndo
seriam sintetizados por células de fungos superiores a partir de
fontes de nitrogénio inorganico, como o sulfato de aménio.

EFEITO DO PH E DA TEMPERATURA

NA ATIVIDADE PROTEOLITICA DE

LENTINUS CRINITUS

O efeito do pH na atividade enzimética foi avaliado na
faixa de 5 a 10 (Figura 1). Em pH écido, as proteases de
Lentinus crinitus apresentaram o melhor desempenho,
com 75% de atividade no pH 6,0 e 100% de atividade
enzimética no pH 5,0. Nos pH com variacdo de neutro
a alcalino, observou-se reducdo da atividade proteolitica
apresentando percentagem de 36% no pH 10. Esses

dados corroboram os resultados encontrados por
Martim et al. (2017), que avaliaram o extrato bruto do
cogumelo amazdnico Pleurotus albidus, verificando que
a maior atividade proteolitica ocorreu no pH 5,0. Kirsch
et al. (2013), analisando o cultivo submerso do cogumelo
Lentinus citrinus ocorrente na Amazonia, verificaram que
o pH 7,0 foi o mais promissor para atividade proteolitica.

Estudos enfatizam a importancia do controle de
fatores externos, como pH e temperatura, para assegurar
a manutencdo das condi¢des étimas de cultivo do
microrganismo e da atividade bioldgica da enzima, uma
vez que essas enzimas podem vir a sofrer desnaturagao
guando submetidas a determinadas condicdes ambientais
(Bon et al., 2008).

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi
avaliado entre 302 80 °C, com intervalo de 10 °C (Figura 2).
Nestas condi¢des, as enzimas de L. crinitus demonstraram
atividade étima a 50° C, seguida de decréscimo nas
temperaturas mais elevadas. Em temperaturas elevadas,
as enzimas sofrem desnaturagdo proteica, pois as ligacdes
intramoleculares sdo afetadas (Ali et al., 2014). Estes
resultados estdo de acordo com Zhanget a/. (2010) e Guan
etal. (2011), em que atemperatura étima das proteases de
Hypsizigus marmoreus (Peck) H.E. Bigelow 1976 e Pholiota
nameko (T. Itd) S. Ito & S. Imai 1933, respectivamente, foi
determinada a 50 °C.

Figura 1. Efeito do pH na atividade proteolitica de Lentinus crinitus.
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Figura 2. Efeito da temperatura na atividade proteolitica de Lentinus
crinitus.

EFEITO DO PH E DA TEMPERATURA

NA ATIVIDADE E NA ESTABILIDADE
PROTEOLITICA DE LENTINUS CRINITUS

As enzimas proteoliticas de Lentinus crinitus apresentaram
boa estabilidade em pH écido (pH 5,0 e 6,0), retendo,
em média, 90,59% de atividade enzimdtica, enquanto
gue a média de retencdo da atividade proteolitica foi de
32,25% em pH alcalino (pH 8,0, 9,0 e 10,0), conforme
os dados da Figura 3. Martim et al. (2017), ao analisarem
as proteases do extrato bruto do cogumelo amazonico
Pleurotus albidus, verificaram elevada estabilidade da
enzima entre pH de 5 a 8, com reducdo da atividade
em pH 9 e 10. Entretanto, Kirsch et al. (2013), ao
investigarem a estabilidade do extrato bruto do cogumelo
Lentinus citrinus de ocorréncia na Amazonia, observaram
estabilidade em valores de pH de 5 a 7, e queda na
estabilidade no pH 10.

A estabilidade da atividade proteolitica de Lentinus
crinitus em diferentes temperaturas (30 a 80 °C) pode
ser observada na Figura 4. A estabilidade térmica destas
enzimas foi mantida entre 50 a 60 °C, exibindo 93,35 a
100% de atividade relativa, respectivamente. Em 80 °C foi
observado decréscimo acentuado da atividade da enzima,
com retencdo de apenas 29,49% de atividade relativa.

Machado et al. (2017), avaliando a estabilidade a
diferentes temperaturas do extrato bruto de Pleurotus

Figura 3. Efeito do pH na estabilidade da atividade proteolitica de
Lentinus crinitus.
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Figura 4. Efeito da temperatura na estabilidade da atividade
proteolitica de Lentinus crinitus.

ostreatoroseus Singer 1961, verificaram que a estabilidade
foi mantida entre 40 e 50 °C, e que a inativagdo da enzima
ocorreua 70 °C. Estudos mostram que a estabilidade ao pH
e atemperatura sdo parametros importantes para aplicagdo
industrial das enzimas, pois determinam a viabilidade
econdmica do processo (Gupta & Ayyachamy, 2012;
Moretti et al., 2012).

EFEITO DE [ONS METALICOS E

INIBIDORES NA ATIVIDADE PROTEOLITICA

DE LENTINUS CRINITUS

A atividade proteolitica relativa das enzimas de Lentinus
crinitus foi reduzida significativamente na presenca de EDTA

—— =g
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(60,51%), acido iodo acético (62,61%) e fluoreto de
fenilmetanosulfonila (PMSF) (64,86%), conforme dados
da Tabela 3. Esse resultado sugere que as enzimas testadas
sdo sensfveis aos trés inibidores supracitados, indicando
que o extrato bruto do fungo contém metalo proteases,
cisteino proteases e serino proteases, respectivamente.
Entretanto, ndo houve retencdo significativa da atividade
enzimatica na presenca de pepstatin A, indicando a auséncia
de resfduos de écido aspdrtico no sitio ativo da enzima.

Resultados semelhantes foram encontrados por
Machado et al. (2017), os quais relatam a presenca de
cisteino proteases, serino protease e metalo proteases em
extratos de Pleurotus ostreatoroseus. Martim et al. (2017),
analisando o efeito de inibidores na atividade proteolitica
do extrato bruto do cogumelo amazdnico Pleurotus
albidus, também verificaram a presenca de serino e cisteino
proteases no extrato bruto do cogumelo.

A maioria dos fons testados interagiu com o sftio ativo
das enzimas reduzindo sua atividade catalitica, conforme a
Tabela 3 demonstra. A menor atividade relativa da enzima

foi verificada na presenca de Fe?* (31,08%), e os fons K*,

Tabela 3. Efeito de ions metdlicos na atividade proteolitica de Lentinus
crinitus. Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (P < 0,05).

fon metdlico ou inibidor Atividade relativa (%)
Mn*2 129,432 = 3,15
Cu*? 78,60° = 3,00
Mg+? 42,79+ 2,40
Zn*? 38,29¢ = 3,33
Ca*? 36,04% += 1,33
Na* 33,93 + 1,54
K* 32,28 = 1,02
Fet? 31,08+ 0,67
Pepstatin A 93,54* + 2,78
EDTA 39,49° = 2,04
Acido iodoacético 36,79 + 1,68
feriimommonifonia 34,98 2,34

Ca?*, Na*, Mg?*e Zn?* reduziram significativamente a
atividade da enzima para valores inferiores a 43% de
atividade relativa. Em condicdes similares, Cu?* exerceu
pouca influéncia na atividade enzimatica, retendo 78,60%.
Entretanto, na presenca de Mn?*, a atividade proteolitica
de L. crinitus foi potencializada (129,43%).

Harer et al. (2018) afirmam que alguns fons metalicos
como Ca*?, Mg*? e Mn*? aumentam e estabilizam a
atividade enzimatica. Os fons podem estar envolvidos nos
processos cataliticos, participando das reacdes de redox
ou de transferéncia de elétrons (Nazmi et a/., 2006). Esses
fons metalicos protegem a enzima contra a desnaturagdo
térmica e desempenham papel vital na manutencao da
conformacio ativa da enzima a temperaturas mais elevadas
(Gupta et al., 2002).

CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa indicam que Lentinus crinitus
produz maior quantidade de protease quando cultivado em
meios contendo fontes organicas de nitrogénio, e que os
melhores nutrientes para induzir a produgdo de enzimas
proteoliticas por fermentacdo submersa, nas condi¢bes
testadas, foram glicose e gelatina. As proteases de L. crinitus
sdo predominantemente acidas, termoestaveis, dos tipos
metalo, serino e cistelno proteases, com atividade &tima
a 50 °C, em pH 5,0, e maior estabilidade a 60° C. Este
estudo sugere o uso potencial de proteases de L. crinitus
para aplicacdo em indUstrias de alimentos, bebidas e
produtos farmacéuticos, representando uma alternativa
vidvel, de fonte segura e sustentavel, para o polo industrial
da regido amazonica.
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