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Resumo: As proteases tém elevada aplicacdo industrial e, nos Ultimos anos, os cogumelos tém se destacado como fontes naturais
e renovaveis destes biocatalisadores. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a producdo e caracterizar as proteases
sintetizadas por Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693. A cultura matriz, preparada em agar batata dextrose,
suplementado com 0,5% (p/p) de extrato de levedura, foi mantida por 8 dias a 25 °C. Em seguida, L. crinitus foi
cultivado em uma mistura de farelo de arroz e semente de tucuma durante 15 dias a 25 °C. As proteases foram
extraidas em agua destilada esterilizada e, no extrato bruto, foi determinada a atividade proteolitica, utilizando-se como
substrato azocaseina 1 % (p/v). As condigdes que favoreceram a sintese destas enzimas foram: pH inicial do meio de
cultivo (8,0), tempo de fermentacio (12 dias), idade do indculo (seis dias) e tamanho do indculo (10%). As proteases
demonstraram as seguintes caracteristicas bioquimicas: pH étimo (6,0), temperatura étima (50 °C), estabilidade na
faixa de pH (5,0-6,0) e temperatura (30-50 °C). As proteases foram estimuladas por fons Mn?* e classificadas como
aspartico proteases. Estes biocatalisadores tém potencial para produgdo de queijos, paes e bebidas.

Palavras-chave: Cogumelo. Bioprocesso. Peptidases. Residuos lignoceluldsicos.

Abstract: Proteases have high industrial application and, in recent years, mushrooms have stood out as natural and renewable sources
of these biocatalysts. The objective of this research was to evaluate the production and characterization of the proteases
synthesized by Lentinus crinitus Fr. 1852 DPUA 1693. The matrix culture was prepared in potato dextrose supplemented
with 0.5% (w/w) yeast extract and maintained for 8 days at 25 °C. Then, L. crinitus was cultivated in a mixture of rice
bran and tucuma seed, for 15 days at 25 °C. The proteases were extracted in sterile distilled water, and proteolytic
activity was determined in the crude extract using azocasein 1% (w/v) as substrate. The conditions favoring the synthesis
of these enzymes were: initial pH of the culture medium (8.0), fermentation time (12 days), inoculum age (six days),
and inoculum size (10%). The proteases showed the following biochemical characteristics: optimum pH (6.0), optimum
temperature (50 °C), stability in pH range (5.0-6.0), and temperature (30-50 °C). Proteases were stimulated by Mn2*
ions and classified as aspartic proteases. These biocatalysts have the potential to produce cheese, breads, and beverages.
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INTRODUCAO

Proteases catalisam reagdes de hidrdlise das ligaces
peptidicas nas proteinas. Estes biocatalisadores sdo
utilizados nas indUstrias farmacéutica, cosmética, de
limpeza, de alimentos, no beneficiamento do couro
(Lanka et al., 2017) e, devido as diversas aplicabilidades,
representam cerca de 70% das enzimas comercializadas
(Kumar et al., 2016).

As enzimas proteoliticas sdo extraidas de animais,
vegetais e microrganismos, entretanto, a obtencao de
proteases de origem animal é uma pratica bastante
contestada, pois envolve o abate dos animais, além de
exigir politicas pUblicas e agricolas bem estabelecidas (Rani
et al., 2012a). Por outro lado, o processo de aquisicdo de
proteases de origem vegetal € muito demorado, uma vez
que depende da disponibilidade de terras para o cultivo
e de condigdes climéticas favoraveis (Singh et al., 2016).

Os microrganismos sao largamente utilizados para
producdo de proteases porque apresentam caracteristicas
fisioldgicas e tecnoldgicas vantajosas, como capacidade
de cultivo em grande escala, diversidade bioquimica,
susceptibilidade a manipulacdo genética e, geralmente,
sintetizam enzimas extracelulares estaveis em amplas faixas
de pH e de temperatura (Majumder et al., 2014; Silva,
2017). Aliteratura cientffica reporta a sintese de proteases
por diferentes espécies de bactérias e fungos (Suganthi et
al., 2013; Castro et al., 2014; Santhi, 2014; Vijayaraghavan
et al., 2014; Alecrim et al., 2015; Hang et al., 2016).

Entre os fungos, os cogumelos destacam-se como
fonte de proteases com diferentes aplicacdes industriais, pois
colonizam uma variedade de residuos lignoceluldsicos, com
consequente sintese e excrecdo de elevadas quantidades
de enzimas proteolticas, a baixo custo de producio (Indcio
et al., 2014). Os cogumelos Pleurotus albidus (Berk.) Pegler
1983 DPUA 1692, P eryngii (DC.) Quél. 1872, Irpex lacteus
(Fr.) Fr. 1828 2425, Hericium erinaceum (Bull.) Pers. (1797)
NBRC 100328 e Lyophyllum shimeji (Kawam.) Hongo
1971 tém sido estudados como fontes de enzimas
proteoliticas, conforme descrito por Martim et al. (2017),

Bano et al. (2016), Chemeris et al. (2016), Nakamura et a/.
(2014), Geng et al. (2016), respectivamente.

Atecnologia da fermentagdo semissdlida (FSS) ou em
estado sélido (FES) é um processo utilizado para obtencdo
de proteases sintetizadas por fungos filamentosos, e
consiste no crescimento de microrganismos em substratos
com umidade suficiente para promover e sustentar o
desenvolvimento microbiano (Novelli et al., 2016). A FES
apresenta vantagens como elevada produtividade, baixa
geragdo de efluentes, risco reduzido de contaminacio
do meio, pouca exigéncia de dgua e energia, além da
utilizacdo de residuos lignoceluldsicos como substratos
para crescimento dos fungos e produgdo de proteases
(Bensmail et al., 2015; Al-Jammas et al., 2016).

Residuos lignoceluldsicos disponiveis na Amazdnia,
como exocarpo de cupuagu (Theobroma grandiflorum Willd
ex-Spreng Schum), semente de agai (Euterpe oleracea
Mart.) e farelo de arroz (Oryza sativa L.), sdo utilizados
para crescimento e producdo de proteases por espécies
de cogumelos pertencentes aos géneros Pleurotus (Fr.)
P Kumm. 1871 (Souza et al., 2016) e Lentinus Fr. 1825
(Machado et al., 2016). Os residuos agroindustriais do
tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.) também possuem
potencial para serem utilizados como matriz sélida para
o crescimento e a sintese de proteases por cogumelos
(Behera & Gupta, 2015; Kieling et al., 2019).

Considerando-se que as fontes atuais de proteases nao
suprem a crescente demanda comercial e ha necessidade
de novas fontes de enzimas proteoliticas com elevada
estabilidade catalitica, o objetivo deste artigo foi avaliar a
producdo e as caracteristicas bioquimicas de proteases
sintetizadas por Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693,
cultivado em resfduos lignocelulésicos amazénicos.

MATERIAL E METODOS

COGUMELO
Neste estudo, foi utilizado o macrofungo Lentinus crinitus
(L.) Fr. 1825 DPUA 1693, preservado sob éleo mineral,
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proveniente do acervo da Colecdo de Culturas, do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do
Amazonas (DPUA). Da cultura mantida em éleo mineral,
foram retirados fragmentos miceliais, inoculados em caldo
glicosado (Lacaz et al., 2002). Para obtencdo de cultura
vidvel, fragmentos da massa micelial foram transferidos
para BDA [4gar batata dextrose suplementado com extrato
de levedura 0,5% (p/V)], em placas de Petri, mantidos
a 25 °C por oito dias, para posterior processamento e

utilizacdo nos experimentos subsequentes.

PRODUCAO DE PROTEASE POR
FERMENTACAO SEMISSOLIDA

Para o bioprocesso em matriz sélida, foi utilizada a mistura
[farelo de arroz: semente de tucuma (60:40, p/p)], com
umidade a 60% e pH 6,0, que, adicionada em frascos
Erlenmeyer, foi esterilizada por uma hora, durante dois
dias consecutivos. Para determinar as condicbes étimas
de producio de proteases por L. crinitus, foram avaliados
0s seguintes parametros: idade do inéculo (6, 8, 10, 12 e
14 dias), tamanho do inéculo (1,0%, 2,5%, 5,0%, 7,5%
e 10%), pH inicial do meio de cultivo (4, 5, 6, 7 e 8) e
tempo de fermentagdo (12, 14, 16, 18 e 20 dias).

EXTRACAO DAS PROTEASES

As peptidases foram extraidas em dgua destilada esterilizada
[1:5, (substrato: &gua, p:v)], a 30 °C, a 180 rpm, por
30 minutos, e recuperadas por filtracdo sob vacuo em
papel de filtro Whatman n° 1, seguindo as filtracdes em
membrana de éster de celulose (0,45 um) e em membrana
polietersulfénica (0,22 um), respectivamente. No extrato
bruto, foi determinada a atividade proteolitica.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE
PROTEOLITICA

A atividade proteolitica foi determinada conforme
metodologia descrita por Leighton et al. (1973),
utilizando-se solucdo de azocaseina 1% (p/v) como
substrato enzimatico. Uma unidade de atividade de

proteases foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir uma variacdo de absorbancia
igual 2 0,01 em 60 minutos.

CARACTERIZACAO PARCIAL DAS PROTEASES
As proteases obtidas nas condi¢des dtimas de fermentacdo
foram caracterizadas quanto ao pH e a temperatura &timos,
a estabilidade ao pH e a temperatura, ao efeito de ions e
de inibidores.

DETERMINACAO DO EFEITO DO PH

E DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E
ESTABILIDADE DA PROTEASE

Para ensaio do pH &timo, a atividade proteolitica foi
determinada a 25 °C em diferentes valores de pH,
utilizando-se as seguintes solucdes-tampao a 0,1 M: acetato
de sédio (5 e 6), Tris-HCI (7 e 8) e glicina-NaOH (9 e 10).
A temperatura étima foi determinada pela incubacdo do
extrato bruto em diferentes temperaturas (30 a 70 °C).
Para estabilidade ao pH, o extrato bruto foi diluido (1:1)
nas seguintes solu¢des-tampao a 0,1 M: acetato de sddio
(5e6), Tris-HCI (7 e 8) e glicina-NaOH (9 e 10), mantido
a 25 °C por uma hora. Na estabilidade térmica, o extrato
foi incubado em diferentes temperaturas (30 a 70 °C), por
uma hora (Martim et al., 2017).

EFEITO DE INIBIDORES DE PROTEASES E [ONS
METALICOS NA ATIVIDADE PROTEOLITICA

O efeito de inibidores na atividade enzimatica foi
investigado utilizando-se, na mistura reacional, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), 4cido etileno-diaminotetracético
(EDTA), acido iodoacético (10 mM) e pepstatina (0,1 mM).
Os fons metdlicos utilizados na concentracao de 10 mM, na
mistura reacional, foram CaCl,, CuSO,, FeSO,, MgSO,,
MnSO4, ZnSO4, NaCl e KCl. As amostras foram incubadas
nas condi¢des étimas de pH e de temperatura; a atividade
enzimédtica residual foi comparada com o controle incubado
sem os inibidores e os fons metélicos, e correspondeu a
100% de atividade (Martim et al., 2017).

—t—F= H ==

465



Produgdo e caracterizacdo parcial de proteases asparticas sintetizadas por Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693 (Polyporaceae)

ANALISE ESTATISTICA

Os dados de todos os experimentos, realizados em
triplicata, foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) por
meio do programa Minitab, versdo 16.0 (Minitab, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PADRONIZACAO DOS PARAMETROS DE
FERMENTACAO PARA PRODUCAO DE
PROTEASES

A composicao quimica dos meios de cultivos e as condi¢bes
fisico-quimicas utilizadas em processos fermentativos
interferem diretamente na produgdo de proteases por
cogumelos. Na literatura cientifica, ha poucos estudos
reportando a influéncia dos pardmetros de fermentacio
em meio sélido na sintese de proteases por macrofungos.
Neste estudo, foi verificado que o aumento da idade do
indculo causou reducdo da sintese de proteases por L.
crinitus DPUA 1693. O indculo com seis dias estimulou
a produgdo e a excrecao de proteases (79,11 U/mL),
enquanto que a utilizagdo de indculo com 14 dias reduziu
em 32% a sintese de proteases (Figura 1). Martim et al.
(2017) verificaram sintese méaxima de proteases por P
albidus DPUA 1692, utilizando inéculo de cinco dias.
Priyanka & Raju (2013) e Rani et al. (2012b) observaram
que Rhizopus oligosporus Saito 1905 NCIM 1215 e
Aspergillus flavus Link 1809 AS2 produziram e excretaram
quantidades significativas de proteases quando utilizaram
indculo com quatro dias. Boukhalfa-Lezzar et al. (2014)
relataram que a idade do indculo é um dos pardmetros
mais importantes em processos fermentativos, sendo que
o desenvolvimento microbiano é muito varidvel e estd
ligado diretamente as caracteristicas fisioldgicas e genéticas
dos microrganismos.

Neste estudo, foi verificado incremento na sintese
de proteases com a elevacdo do tamanho do indculo
(Figura 2). As produgdes maxima e minima de enzimas
proteolticas foram observadas com os inéculos de 10% e

Figura 1. Influéncia da idade do indculo na producdo de proteases
por Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693.

Figura 2. Influéncia do tamanho do indculo na produgdo de proteases
por Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693.

1%, que resultaram em atividade de 47,33 U/mL e 25,11
U/mL, respectivamente. Martim et al. (2017) também
observaram que o indculo de 10% estimulou a sintese de
proteases por P albidus DPUA 1692. Daudi et al. (2015)
e Ravikumar et al. (2012) verificaram que a producio
significativa de proteases por Mucor pusillus Lindt 1886
IHS 6 e P sajor-caju (Fr.) Singer 1951 foi determinada com
a utilizagdo de indculos de 1% e 3%, respectivamente.
Bensmailet al. (2015) relataram que a utilizacdo de indculo
concentrado favorece a producdo excessiva de biomassa,
resultando em répida degradacdo dos nutrientes do meio
de cultivo, enquanto que, em reduzidas concentragdes,
ocorrem baixas producdes de biomassa e de proteases.
Nas condic¢des avaliadas, o aumento do tempo de
cultivo causou reducdo da sintese de enzimas proteoliticas.
A producio significativa de proteases foi verificada quando
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L. crinitus DPUA 1693 foi cultivado por 12 dias (54,67 U/
mL). Aos 20 dias de cultivo em matriz sélida, a atividade
catalftica foi 70% inferior (Figura 3). Ahmed & Abood
(2017) e Ravikumar et al. (2012) observaram maxima
producdo de proteases por Rhizopus oryzae Went &
Prins. Geerl. 1895 e P sajor-caju aos seis e quatro dias de
fermentacdo, respectivamente. Foda et al. (2012) relataram
que Rhizomucor miehei (Cooney & R. Emers.) Schipper
1978 NRRL 2034 sintetizou quantitativo significativo
de proteases quando cultivado por trés dias em matriz
solida. Priyanka & Raju (2013) citaram que a diminuigdo
da sintese de proteases, com o incremento do tempo
de cultivo, indica que estas enzimas sdo metabdlitos
primarios produzidos durante a fase /ag de crescimento dos
fungos para a utilizagdo de nutrientes proteicos, presentes
no substrato sélido. Além disso, a presenca de outras
proteases constituintes também pode reduzir a producio
das enzimas proteoliticas.

No presente estudo, o L. crinitus DPUA 1693
sintetizou o maximo quantitativo de proteases quando
cultivado em pH 8 (65,78 U/mL) (Figura 4). Neste mesmo
valor de pH, Penicillium griseofulvum Dierckx 1901 LCJ231
e A. flavus também produziram valores significativos de
proteases, conforme descrito por Jenitta et al. (2015) e
Chandrasekaran et al. (2015), respectivamente. Ravikumar
et al. (2012) relataram producdo maxima de proteases por
P sajor-caju em pH 7,0. O pH do meio de cultivo € um dos
pardametros mais estudados em processos de determinacdo
das condi¢des étimas de producao enzimatica, pois influencia
diretamente a atividade de biocatalisadores essenciais para
o transporte de nutrientes, bem como para o crescimento
e a manutencdo da estrutura morfoldgica dos fungos
filamentosos (Priyanka & Raju, 2013; Rajput et al., 2016).

CARACTERIZACAO PARCIAL DAS

PROTEASES SINTETIZADAS POR

LENTINUS CRINITUS DPUA 1693

O estudo das caracteristicas bioquimicas das proteases €
importante para determinar a viabilidade comercial destes

Figura 3. Influéncia do tempo de fermentagdo na producgao de
proteases por Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693.

Figura 4. Influéncia do pH inicial do meio de cultivo na produgao de
proteases por Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693.

biocatalisadores (Sharma et al., 2017). O pH pode causar
desnaturacdo na estrutura da enzima ou modificar o carater
iGnico dos substratos, condigdes que reduzem a interacdo
entre o substrato e a enzima, resultando em reducio de
atividade catalftica (Salwanee et al., 2013). As proteases de
L. crinitus DPUA 1693 demonstraram atividade cataltica
maxima em pH 6,0 (77,64 U/mL), com decréscimo de
atividade nos pH superiores (Figura 5). Fonseca et al. (2014)
observaram que as proteases de Pleurotus ostreatoroseus
Singer 1961 DPUA 1720 também agem em pH 6,0.
Entretanto, as proteases de Termitomyces clypeatus R. Heim
1951 MTCC 5091 e Lentinus citrinus Walleyn & Rammeloo
(1994) DPUA 1535 apresentaram atividades significativas em
pH 5,0 e 7,0, conforme citado por Majumder et al. (2015)
e por Machado et al. (2017), respectivamente.
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A temperatura influencia diretamente na atividade
catalitica de uma enzima, mas é considerada um dos
parametros mais dificeis de serem controlados em
bioprocessos em matriz sélida (Nascimento et al., 2015).
No presente estudo, foi verificada atividade catalitica maxima
em 50 °C (152 U/mL), com declinio de 30% e 33% de
atividade a 60 °C e 70 °C, respectivamente (Figura 6).
As proteases de Coprinopsis atramentaria (Bull.) Redhead,
Vilgalys & Moncalvo 2001, Lyophyllum shimeji (Kawam.)
Hongo 1971 e Phanerochaete chrysosporium Burdsall & Eslyn
(1984) também apresentaram significativa atividade a 50 °C,
conforme reportado por Zhang et al. (2018), Geng et al.
(2016) e Silva et al. (2017), respectivamente.

As proteases de L. crinitus DPUA 1693 mantiveram
maior estabilidade na faixa de pH 5,0 a 6,0. Em pH
superiores, houve reducao de atividade, entretanto as
proteases demonstraram atividade relativa superiora 75%

(Figura 7). Martim et al. (2017) relataram que as proteases
de P albidus DPUA 1692 demonstraram estabilidade na
faixa de pH 5,0 a 8,0. Silva et a/. (2017) observaram que
as proteases de P chrysosporium mantiveram estabilidade
superior a 80% na faixa de pH 3,0 a 8,0. Machado et al.
(2017) reportaram que as proteases de P ostreatoroseus
DPUA 1720 possuem maior estabilidade em pH 8,0.
Nas condicdes analisadas, as proteases de L. crinitus
DPUA 1693 mantiveram estabilidade na faixa de 30 °C
a 60 °C, com atividades relativas superiores a 80%
(Figura 8). Martim et al. (2017) também observaram
estabilidade das proteases de P albidus DPUA 1692 na faixa
de 30 °C a 60 °C, resultados semelhantes aos observados
no presente estudo. Machado et al. (2017) e Zhang et
al. (2018) relataram que as enzimas proteoliticas de £
ostreatoroseus DPUA 1720 e C. atramentaria mantiveram
estabilidade até 50 °C e 40 °C, respectivamente.

Figura 5. Efeito do pH na atividade proteolitica de Lentinus crinitus
(L.) Fr. 1825 DPUA 1693.

Figura 7. Efeito do pH na estabilidade das proteases de Lentinus
crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693.

Figura 6. Efeito da temperatura na atividade proteolitica de Lentinus
crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693.

Figura 8. Efeito da temperatura na estabilidade das proteases de
Lentinus crinitus (L.) Fr. 1825 DPUA 1693.

===
468



Bol. Mus. Para. Emilio Goeldi. Cienc. Nat., Belém, v. 14, n. 3, p. 463-472, set.-dez. 2019

Sharma et al. (2017) relataram que diferentes
substancias quimicas podem interferir na atividade catalitica
das proteases microbianas. O efeito de fons metalicos
e de inibidores na atividade das proteases de L. crinitus
estd demonstrado na Tabela 1. Em relacdo as substancias
inibidoras, pepstatina causou repressao de 57% na atividade
proteolitica, sugerindo a presenca expressiva de proteases
asparticas no extrato bruto de L. crinitus DPUA 1693. Na
presenga dos demais inibidores, as proteases mantiveram
atividade superior a 50%. El-Baky et al. (2011), Hsiao et al.
(2014) e Silva et al. (2017) também relataram a produgdo
de proteases asparticas por Piptoporus soloniensis (Dubois)
Pilat 1937, R. oryzae e P chrysosporium, respectivamente.
As proteases asparticas sdo amplamente utilizadas na
indUstria de alimentos para producdo de queijos, produtos
de panificacdo, cervejas e vinhos (Mamo & Assefa, 2018).

No teste de estabilidade frente a ions metalicos, foi
verificado que as proteases de L. crinitus DPUA 1693 foram
estimuladas em 110% na presenca de Mn?*, e reprimidas
em 98% por Cu?*, Shirasaka et al. (2012) e Martim et al.
(2017) relataram que fons Mn?* estimularam em 54,1% e
16% a atividade proteasica de A. oryzae KSK-3 e P albidus

Tabela 1. Efeito de fons e inibidores na atividade proteolitica do
extrato enzimatico.

fons e inibidores Atividade relativa (%)
Controle 100
Acido iodoacético 89
EDTA 54
PMSF 66
Pepstatina 43
Cadl, 22
CuSO, 2
FeSO,

KCl 20
MgSO, 87
MnSO, 210

NaCl 26
ZnS0O, 5

DPUA 1692, respectivamente. Machado et al. (2017) e
Zhang et al. (2018) reportaram que ions Cu?* reprimiram
as atividades proteoliticas de P ostreatoroseus DPUA 1720
e C. atramentaria em 95% e 88,3%, respectivamente.

CONCLUSAO

O macrofungo Lentinus crinitus DPUA 1693 produz, de
forma predominante, proteases asparticas com atividade
Stima em pH 6,0, a 50 °C, quando cultivado em farelo de
arroz e semente de tucuma. A sintese destes biocatalisadores
¢ influenciada pelo pH inicial do meio de cultivo, tempo
de fermentacdo, idade e tamanho do indculo. As enzimas
proteolfticas de L. crinitus DPUA 1693 tém potencial para
aplicacdo na indUstria de laticinios, panificagdo e bebidas.
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